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OZET

SERVIKAL KANSER ICIN DOCETAXEL YUKLU EKSOZOMLARIN
GELISTIRILMESI ve TERAPOTIK ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Cenik M. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Molekiiler
Biyoteknoloji Programi, Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2020.

Serviks kanseri, rahim agzi kanser olarak bilinir. Bu kanser tiiriiniin kadinlarda goriilme siklig
yiiksek olmakla birlikte, kanserle oliimler arasinda yaygin olarak goriilmektedir. Serviks
kanseri i¢cin kemaoterapiler kullanilmakta ve kombine ila¢ tedavileri ile ilgili bircok caligma
bulunmaktadir. Farmasdtiklerin nanopartikiiller icerisine enkapsiilasyonu; kontrollii salim
saglanmasi, ilag toksisitesini azaltmasi ve istenilen bdlgeye hedeflendirilebilme o6zellikleri
sayesinde kanser tedavisinde yasanan problemlere ¢oziim sunmaktadir. EKsozomlar, hiicrelerin
kendi yapilarindan salinan nano boyuttaki vezikiillerdir. Eksozomlarin, cesitli hiicrelere
proteinleri, RNA’ lari, biyomolekiilleri transfer edebilecegi gosterilmistir. Eksozomlar ilag
dagitim1 igin seri dretilebilir bir kapasiteye sahip olup, timér biiylimesini baskiladigi
konusunda da caligmalar yer almaktadir. Bu tez ¢alismasinda bir mikrotiibiil inhibitorii olan
kemoterapide kullanilan docetaxel’ in, eksozomlar igerisine yiiklenip yeni bir tasiyici sistem
gelistirilerek, serviks kanseri igin terapotik etkileri arastirildi. Calismada serviks kanser
hiicreleri olan HELA’ dan salinan eksozomlar izole edildi ve eksozomlara elektroporasyon
yontemiyle docetaxel yiiklendi. Yiikleme yapilan eksozomlarin karakterizasyon caligmalari
(partikiil biytkligl, zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligi) yapildi. Sitotoksisitenin
belirlenmesi i¢in MTT yontemi kullanildi. Uygun doz belirlendikten sonra servikal kanser
tedavisi i¢in hiicrelere uygulandi. Docataxel yiiklii eksozomlarin migrasyon iizerine etkisi
strach testi yapildi. Apoptoz {izerine etkilerini anlamak i¢in Bax, Bcl-2, Pro kaspaz-3 ve Pro
kaspaz-9 proteinlerinin hiicre i¢i ifadeleri Western blot yontemi kullanilarak saptandi. Gen
ifadeleri iizerine etkisi ise RT-PCR yontemi ile saptandi. Yapilan caligmalar sonucunda
docetaxel yiiklii eksozomlar, docetaxel ¢ozeltisine gore daha yiiksek sitotoksik etkiye yol
acmistir. Calismalar, docetaxel yiiklii eksozomlarin kanser tedavisinde yeni bir yol

olabilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Eksozom, Serviks kanseri, migrasyon, docetaxel, ilag tastyici sistem
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF DOCETAXEL LOADED EXOSOMES FOR
CERVICAL CANCER AND DETERMINATION OF THERAPEUTIC
EFFECTS

Cenik M. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Molecular

Biotechnology Program, Master Thesis, Aydin, 2020.

Although the incidence of cervical cancer in women is high, it is common among cancer with
deaths. Chemotherapies are used for cervical cancer and there are many studies on combined
drug therapies. Encapsulation of pharmaceuticals into nanoparticles; It offers a solution to the
problems experienced in cancer treatment thanks to its controlled release, reducing drug toxicity
and targeting to the desired area. Exosomes are nano-sized vesicles released from the cells' own
structures. It has been shown that exosomes can transfer proteins, RNAs, biomolecules to
various cells. Exosomes have a mass manufactured capacity for drug delivery. There are also
studies that it suppresses tumor growth. In this thesis study, was invastiged the therapeutic
effects of docetaxel, a microtubule inhibitor, used in chemotherapy and were loaded into
exosomes and a developmend new carrier system, for cervical cancer. In the study, exosomes
released from HELA, which are cervical cancer cells, were isolated and docetaxel was loaded
into the exosomes by electroporation. Characterization studies (particle size, zeta potential and
encapsulation efficiency) of loaded exosomes were done. MTT method was used to determine
cytotoxicity. Applied to cells for cervical cancer treatment after appropriate dose was
determined. The effect, on the cell migration of docetaxel loaded exosomes scratch test was
performed. Intracellular expressions of Bax, Bcl-2, Pro caspase-3 and Pro caspase-9 proteins
were determined using Western blot method to understand their effects on apoptosis. The effect
on gene expression was determined by RT-PCR method. As a result of the studies, docetaxel
loaded exosomes caused a higher cytotoxic effect than docetaxel solution. Studies have shown
that docetaxel-loaded exosomes may be a new way of treating cancer.

Keywords: Exosome, Cervical cancer, migration, docetaxel, drug delivery system
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1. GIRIS

Serviks kanseri (Rahim agzi kanseri, CC), diinyadaki en yaygmn kadin maligniteler
arasindadir. Insidansi, insan papilloma viriisii (HPV) taramasindan oldugu gibi bir asilama ile
de engellenebilir (Cohen ve ark, 2019). HPV, CC’ nin baslica nedensel faktoridir. Yiiksek
riskli HPV’ ye ve cinsel davranis degisikliklerine siirekli maruz kalma, CC’ nin goriilme
sikligini arttirir (Vaccarella ve ark, 2016).

Cinsel agidan aktif kadinlarda c¢ok sik goriillen HPV’ lerin enfeksiyonu uterus
serviksindeki tiimdr yaralanmalarinin iyilestirilmesinde dnemli rol oynayabilir. Uterus servikal
karsinomu (CC) kadinlarda en sik goriilen tiglincii tiimordiir ve yiiksek riskli HPV, bu tiimdriin
toplaminda bulunur (Formana ve ark, 2012). HPV, epitelinin derin katmanlarina servikal
mikrodalgalar yoluyla ulasabilir ve viral DNA’ nin bir epizom olarak tutuldugu, konake1 hiicre
genomu boyunca ¢ogaldig1 olgunlasmamis ¢ogalma hiicrelerine girebilir. Sonug olarak, enfekte
olmus olgunlasmamis servikal hiicreler proliferatif bir durumda kalir ve terminal
farklilagmasini engeller (Hebner ve Laimins, 2006). Pap-Smear testi uygulanirken fir¢a yardimi
ile vajinal siiriintiiden alinan 6rnek, patologlar tarafindan degerlendirilerek normal — anormal
hiicre siiflandirmas1 yapilir. Sonucu siipheli gelen olgularda kolposkopik inceleme
yapilmalidir. Serviksin optik olarak biiyiitiilerek goriintiilenmesi teknigi olan kolposkopik
incelemede pozitif bulgu saptanirsa, kolposkopi altinda biyopsi islemi gerceklestirilir. Biyopsi
ile serviks kanseri tespit edilmigse, tedavi seceneklerini belirleyebilmek i¢in hastaligin
boyutlarinin tespiti gerekir. Tiimoriin boyutu, yayilimi, 6nde idrar kesesi, arkada ise kalin
bagirsak iligkisinin degerlendirilmesi i¢in vajinal ve rektal muayene, MR ve PET/CT
yapilabilir. Ultrasonografi ile serviks kanserinin durumu net olarak degerlendirilemez. Rahim
agz1 kanseri genellikle bolgesel olarak yayilan bir hastaliktir. Metastazlarimi genellikle lenf
yollar1 ile yapar. Kan damar1 yolu ile organ metastazi ¢ok daha az oranda gortiliir. Genel olarak
hastaligin rahim agzi ile sinirli oldugu vakalar, cerrahi ile tedavi edilir. Cerrahinin genisligini,
hastanin yas1, cocuk istegi, tiimoriin biiyiikliigii ve yayildig: alan belirler. Thtiyaca gore, rahimin
birakilip serviksin konizasyon ile ¢ikarilmasindan baglayarak, rahimin yanlarindaki dokular
(parametrium) ve vagenin 1/3 iist kismiyla birlikte genis olarak ¢ikarildigi, pelvik ve paraaortik
lenf bezlerinin alindig1 ameliyatlara kadar kapsami1 genisleyen cerrahi teknikler uygulanabilir.

Kanser rahim agz1 disia ¢ikip, rahimin yanlarina (parametriyuma) yayildiginda, radyoterapi



ilk tedavi segenegi olur. Rahim agzinda bulunan tiimdr hacmi biiyiidiik¢e, hastalarin tedavisinde
kemo-radyoterapi ilk tedavi segenegi olarak diistiniiliir. Kisith tedavi se¢enegi bulunan serviks
kanseri i¢in yeni ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi gerekmektedir.

Eksozomlar, 1.13-1.21 g/ml yogunluga ve 30-100 nm ¢apa sahip, lipit ¢ift tabakalari ile
cevrili diizlestirilmis yarim kiirelerdir. Genellikle endozomal yoldan iiretilirler.(Wang ve Xie,
2017). Eksozomlar, plazma, tiikiiriik, idrar, lateks, beyin omurilik s1vis1 ve assit gibi farkli viicut
stvilarinda bulunabilir (Shen ve ark, 2018). Eksozomlar, hiicreler tarafindan hiicre dis1 bosluga
salinan hiicresel proteinler, lipidler, RNA (miRNA'lar, mRNA'lar, IncRNA) ve DNA’ lar igeren
hiicresel zarin bir kismi ile sarilmig 6zel paketlerdir. Bazi raporlar, eksozomlarin igerigini,
hiicreler arasi bir iletisim mekanizmast yoluyla diger hiicrelere aktarabildiklerini ve hedef
hiicrelerin igindeki ¢oklu sinyal yollarini etkileyebilecegini gostermistir (Mohankumar ve ark,
2016; Zamani ve ark 2018).

Son yillarda, eksozomlar, hiicreler arasi iletisimde kilit performans gostergeleri olarak
kesfedilmistir. Eksozomlar, hiicre-hiicre sinyallesmesine aracilik eden biyolojik sinyal
molekiilleri iceren nano boyuttaki vezikiillerdir. Hiicre kaynakli eksozomlar, hiicrelere veya
sentetik nanopargaciklara kiyasla terapotik maddelerin taginmasinda 6nemli rollere sahiptir.
Terapotik igerigini hedef hiicrelere ve dokulara vermek igin yiizeylerinde belirli ligandlar veya
proteinlerle modifiye edilebilirler (Vakhshiteh ve ark 2019).

Eksozomlar, stabilite, biyouyumluluk ve diisitk immiinojeniklik 6zellikleri ve bir kargo
ile yliklenme olasilig1 nedeniyle, bir dizi patolojik durumda ilaglar ve kii¢lik molekiiller i¢in
terapotik dagitim ajanlart olarak giderek daha fazla arastirilmaktadir. Onemli olarak,
eksozomlar, hiicre igerisine alinmada temel gonderilen molekiillerin aktivitesini korurken iyi
bir stabiliteye sahip olmasiyla gdze ¢arpan, giivenli, hiicre icermeyen ve kontrol edilebilir bir
sistemdir. Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda, siRNA' lar, miRNA' lar, sShRNA' lar ve
kurkumin ve doksorubisin ve paklitaksel olarak anti-enflamatuar/antikanser ajanlarin
taginmasinda eksozomlar arastirilmistir (Mangino ve ark, 2019).

Eksozomlar, 6rnegin spesifik yiizey ligandlarin1 ve reseptorlerini eksprese etmek ve
bunlar1 terapotik ajanlara yiliklemek suretiyle belirli hastaliklar1 hedeflemek i¢in uyarlanabilir.
Eksozomlarin ana hiicre hattindaki biyogenez yoluyla manipiilasyonuna alternatif olarak,
eksozomlar saflastirilabilir ve daha sonra terapdtik molekiilleri dahil etmek icin modifiye
edilebilir. Sistemik yolla verilen eksozomlar tercihli olarak karacigerde, dalakta ve bobreklerde
birikir, ancak dozaji Ol¢eklendirerek ve degistirerek, dagilimini etkilemek miimkiindiir.

Eksozom membran bilesimini hiicre tipine gore etkilendiginden, tiimdr eksozom igeriginin



tiimor olusumunu artirabilen molekiillerde zenginlestirilmemesine dikkat edilmelidir (Mangino
ve ark, 2019).

Diyabet, kanser ve kardiyovaskiiler ve norolojik hastaliklar gibi patolojik durumlarda
terapotik eksozomlarin uygulamalari, bazilar1 faz I'de ve bazilar1 faz II klinik denemelerde
aragtirtlmaktadir. HPV tiimorleri kendileri i¢in, sinirli lokalizasyonlari nedeniyle hedeflenebilir
lezyonlar1 temsil eder ve kendilerini aktif veya pasif olabilen bir eksozom bazl
immiinoterap6tik yaklagimin saldirisina yol agar (Mangino ve ark, 2019).

Immiinoterapide eksozomlar1 kullanan ilk ¢alismalar, 20 y1l 6nce yapilmistir ve MHC-
siirli T-hiicre yanitlarint indiiklemek i¢in B-hiicresi kaynakli eksozomlar1 kullanmistir
(Raposo ve ark, 1996). Bir sonraki ¢aligmalarda, eksozomlar, melanom, glioma, hepatoseliiler
karsinom ve bobrek hiicreli karsinom gibi bir¢ok kanser i¢in tiimor asilari olarak onerilmistir
(Zitvogel ve ark, 1998; Chaput ve ark, 2004; Zhang ve ark, 2010; Bu ve ark 2011; Mahaweni
ve ark 2013, Rao ve ark 2016).

Son zamanlarda serviks kanser hiicresi olan HeLa hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarla
taginan dendritik hiicreleri kullanan rahim agzi kanseri immiinoterapisi onerilmistir. Rahim agzi
kanseri hastalarindan monosit kaynakli dendritik hiicreler, in vitro DC' lere olgunlastirilmis ve
HeLa hiicreleri kiiltiir ortamindan uygun bir protokolle saflagtirilmis eksozomlarla atilmigtir.
DC den salinan eksosomlarla serviks kanserinin tedavi edilebilecegi 6ne siiriilmiistiir (Ren ve
ark, 2018). Fare hayvan modelinde, rahim agzi kanseri immiinoterapisinde faydali HP’ ye 6zgii
sitotoksik aktivite, eksozomlar kullanilarak da gosterilmistir (Chen ve ark, 2018).

Bu tez calismasinda HELA hiicrelerinden elde edilen eksozomlara yiiklenen kemoterapik

ajanin anti-kanser potansiyeli aragtirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Serviks Kanseri

Rahim agz1 kanseri olarak da bilinen serviks kanseri, diinya ¢apinda 2020 yilinda tahmini
770.000 vaka ve 341.000 oliimle, kadinlarda en sik teshis edilen dordiincii kanser ve kanser
Oliimiiniin dordiincti 6nde gelen nedeni olarak siralanmaktadir (Sekil 1). Diinya ¢apinda rahim
agz1 kanseri 6limlerinin yaklasik % 85’ i az gelismis veya gelismekte olan tilkelerde meydana
gelmektedir. Oliim oran1 diisiik gelirli ve orta gelirli iilkelerde daha zengin iilkelere gére 18 kat
daha fazladir. Az gelismis bolgelerde yasayan kadinlar arasinda ikinci en yaygin kanserdir. En
yiiksek bolgesel insidans ve 6liim oranlari Giiney-Orta Asya’ da (Hindistan), Dogu Asya’ da
(Cin ve Japonya), Giineydogu Asya’ da (Endonezya), Gliney Afrika’ da ve Dogu Afrika’ da
(Tanzanya, Etiyopya) goriilmektedir, Goreceli olarak, oranlar Kuzey ve Bati Amerika, Avrupa
ve Bati Asya’ da (Suudi Arabistan ve Irak) 7-10 kat daha disiiktir (Sekil 2) (WHO,
GLOBOCAN 2020).

Birgok ¢aligsma, diisiikk ekonomik durum, kotii kisisel ve cinsel hijyen, sigara igme, erken
yasta cinsel aktivite ve birden fazla cinsel partnere sahip olmanin rahim agzi kanseri gelisimi
icin risk faktorlerinden bazilari oldugunu bildirmistir. Ancak birincil risk faktorii HPV

enfeksiyonudur (Small ve ark, 2017)
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Sekil 1. 2020 yilina ait, kadinlar arasinda en sik goriilen kanserler i¢in insidans ve oliim

oranlarmin dagilimi (Diinya Saglik Orgiitii, Globocan 2020).
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Sekil 2. 2020 yilina ait, serviks kanseri i¢in bolgelere 6zel tahmini vaka ve 6liim oranlarinin

grafigi (Bray ve ark, 2018).

2.2. Hastahgin Patogenezi

Kadin iireme sisteminin bir pargasi olan serviks, rahimin alt kismidir; silindir seklindedir
ve vajinaya endoservikal kanaldan baglanir. Serviks iki tip epitel hiicresi ile kaplidir. Bunlar
ektoserviksi kaplayan tabakali skuamoz epitel ve endoserviksi kaplayan siitunlu epitel
hiicreleridir. Bu  hiicreler — arasindaki  gegis  bdolgesine  squamocolumnar  kavsagi
denir. Ektoservikste ortaya ¢ikan tiimorler siklikla invaziv servikal karsinom vakalarinin
yaklasik % 75’ ini olusturan skuamoz hiicreli karsinomlardir. Servikal epitelyumdaki skuamoz
hiicrelerin premalign degisiklikleri, servikal intraepitelyal neoplazi (CIN) olarak bilinir. CIN
erken evrede tedavi edilmezse veya HPV, konakg1 hiicresel fonksiyonlar1 deaktive edebiliyorsa

in situ ve invaziv karsinoma ilerleyebilir (Small ve ark, 2017).

Epitel hiicreleri normal bir servikste iyi organize edilir. Bununla birlikte, CIN ve
kanserde, HPV ile enfekte olan hiicreler displastik hale gelir. Displazi, bir dokuyu olusturan
hiicrelerde kanser onciisii olabilen anormal hiicrelerin varligiyla tanimlanir. Histolojik olarak
CIN’ ler siddet derecesine gore ti¢ sinifa ayrilir: CIN 1 hafif displazi, CIN 2 orta displazi ve
CIN 3 siddetli displazi olarak tanimlanir. CIN 1 lezyonlar1 diisik dereceli skuamoz
intraepitelyal lezyonlar olarak siiflandirilir ve epitelyumun alt tigte birinin displazi gosterdigi

hafif displazi anlamina gelir. Istatistiksel verilere gére, CIN 1 lezyonlarinin % 70-80 inden



fazlasi tedavi olmadan kendiliginden geriler veya saptanamaz hale gelir. Bu nedenle, CIN 1
hastalik gelisimindeki bir asamadan ziyade bir enfeksiyon durumunu yansitir. HPV
enfeksiyonundan sonra CIN 1’ in saptanmasi hastalik ilerlemesini temsil etmez. Epitelin ticte
ikisi etkilendiginde orta derecede displazi (CIN 2), epitelin tam kalinlhigimnin tgte ikisinden
fazlasi etkilendiginde siddetli displazi (CIN 3) olarak adlandirilir. CIN 2 ve CIN 3 lezyonlari
yiiksek dereceli skuamoz intraepitelyal lezyonlar olarak smiflandirilir. Gerilemeyen CIN 1
lezyonlari, enfeksiyonu takip eden 2-3 yil i¢inde CIN 2/3 seklinde gelisebilir. CIN 2
lezyonlarimin yaklasik % 2’ sinin CIN 3’ e gelistigi tahmin edilmektedir. CIN 3, 12 ay iginde
invaziv kansere % 0,2 ila % 4 oraninda ilerleme potansiyeli olan gergek bir 6nciil olarak kabul
edilir. Tedavi edilmemis CIN 3, 30 yillik bir siire iginde % 30 invaziv kanser olma olasiligina
sahiptir, ancak uygun sekilde tedavi edilmis CIN 3 iin sadece % 1’ i invaziv olacaktir. HPV
enfeksiyonundan serviks kanseri gelisimine kadar gegen siire tipik olarak 20 yildir; bu nedenle
serviks kanserlerinde hizli ilerleme nadiren goriiliir (Holowaty ve ark, 1999; Chan ve ark,
2019).

2.3. Insan Papilloma Viriisii (HPV)

HPV, 8000 baz cifti biiyiikligiinde, kiigik genomlu, zarfsiz, ¢ift sarmalli DNA
virtisleridir. Bu kiigiik DNA molekiiliiniin molekiiler biyolojisi karmasiktir. Sekil 3° te
gosterildigi gibi viral replikasyona ve hiicrenin transformasyonuna katilan 4000 baz ciftinde
(bp) kodlanmis alt1 erken protein, ii¢ diizenleyici protein (E1, E2 ve E4) ve ti¢ onkoprotein (ES,
E6 ve E7) vardir. DNA molekiiliiniin bir bagka 3000 bp bolgesi, viriisiin kapsidini olusturan iKi
yapisal protein LI ve L2’ yi kodlar. Viral DNA replikasyonu ve transkripsiyonel diizenleyici
elemanlar, 1000 bp’ lik bir bolgede kodlanan uzun bir kontrol bolgesi (LCR) tarafindan kontrol
edilir (Chan ve ark, 2019).
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Sekil 3. HPV 16 yapis1 ve viral proteinler (Sanjose ve ark, 2018).

Bugiine kadar 200’ den fazla HPV genotipi tanimlanmustir. Yiiksek riskli HPV” ler
mukozal enfeksiyon ile, diisiik riskli HPV’ ler kutanoz lezyonlarla iliskilidir. HPV 6, 11, 42,
43 ve 44 gibi disiik riskli HPV tipleri, siklikla sigiller olusturan ancak nadiren malign
tumorlerde bulunan iyi huylu lezyonlarla iliskilidir. HPV 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59, 66, 68 ve 70 gibi yiiksek riskli HPV’ ler, rahim agz1 kanseri lezyonlar ile
iligkilidir. (De Villiers ve ark, 2004). Bunlardan HPV6 veya HPV11 disiik riskli tipler
genellikle genital sigiller gibi iyi huylu hastaliklara neden olurken, HPVV16 ve HPV18’ in alt
tipleri, yiiksek dereceli displazi ve kanserle yakindan iligkili bulunmustur. Karsinogenez
durumunda, HPV 16 veya HPV 18’ in siirekli enfeksiyonu nedeniyle servikal kanserlerin %
70> i ve CIN 3 lezyonlarinin % 50° si gelisir. HPV genomu, yalnizca sekiz proteini
kodlamaktadir. Her biri HPV yasam dongiisiinde ve konakgr hiicrelerin kanserli hiicrelere
dontisiimiinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Tablo 1’ de HPV viral proteinlerinin enfeksiyonun
baslangicinda ve daha sonra kansere ilerlemesinde ana islevleri listelenmektedir (Sanjose ve
ark, 2018).



Tablo 1. HPV viral proteinlerinin listesi ve temel fonksiyonlari

Viral Protein Proteinin Fonksiyonlar:
El Viral DNA replikasyonu ve transkripsiyonu
E2 V6 DNA replikasyonu, apoptoz, E6/E7 transkripsiyon baskilayici
E4 Viral DNA replikasyonu
E5 Bagisiklik tanima (biiytik histo uyumluluk kompleksi, MHC)
E6 p53 bozulmasi, hiicre dongiisii regiilasyonunda degisiklik, apoptoz direnci
E7 Retinoblastom bozulmasi, S faz hiicre dongiisiine yeniden giris, p16 asiri
ekspresyonu
L1 Biiyiik viral kapsid proteini
L2 Kiigiik viral kapsid proteini

2.4. HPV Aracih Karsinogenez

Karsinogenez, normal hiicrelerin anormal hale geldigi ve kanser hiicrelerine doniistiigi
bir siiregtir. HPV ile enfekte epitel hiicrelerinin invaziv kansere ilerlemesi, konak¢i hiicre
genlerinde DNA degisikliklerinin birikmesiyle iligkili uzun vadeli bir stirectir. Bu degisiklikler
onkogenlerde ve timor baskilayici genlerde hem epigenetik hem de genetik degisiklikleri
icerir. HPV, konake1 bazal yassi hiicrelere mikro yara veya aginma yoluyla girer (Sekil 4).
Viriis, bazal epitel hiicreleri iginde dogrudan viral replikasyonu saglayan bir dizi genetik olayin
meydana geldigi enfeksiyonu baslatmak i¢in konakg1 hiicreye entegre olabilmelidir. Viral DNA
entegrasyonu konak DNA sentez makinelerinin ¢alismasina yol agar. Bu noktada, viriis bazal
epitel hiicrelerinde siirekli replikasyonunu saglamak igin konak¢i bagisiklik sisteminden
kaginmalidir. Sonug olarak viriis, hiicre ¢ogalmasini tesvik ederken, hiicresel apoptotik
mekanizmalar1 inhibe eder ve bagisiklik savunma mekanizmalarindan kagabilir

(Balasubramaniam ve ark, 2019).
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Sekil 4. Normal, premalign lezyonlarda (sirasiyla hafif, orta ve siddetli displazi; sirasiyla CIN
1, CIN 2 ve CIN 3) ve serviks kanserinde normal ve HPV ile enfekte olmus skuamdz epitel
hiicrelerinin dagilimi. Karsinogenezin ilk asamasi, epitelyal bariyeri tehlikeye atan
mikrotravmalar yoluyla bazal tabakanin enfeksiyonu ile baglar. Daha sonra viriis, genomunu
¢ekirdek zarf kopmalar1 yoluyla g¢ekirdekteki konak genom igine entegre olur. Cekirdege
girdikten sonra HPV, konak¢i genomunun kontroliinii ele gegirir, kendini cogaltir ve
epitelyuma yayilir. Viral genomun daha fazla replikasyonu konakg1 hiicrelerin normal hiicrelere
kiyasla diizensiz bir sekilde biiyiimesine neden olur. Daha sonra virionlar konakg1 epitelyumun

ol yassi hiicreleri ile atilirlar (Sanjose ve ark, 2018).

HPV onkoproteinlerinden, E6 ve E7, viral onkoproteinler olarak islev goriir ve konakg1
hiicresel fonksiyonun degistirilmesinde énemli bir rol oynamaktadir. HPV’ ler, konakg¢idaki
timor baskilayict genlerin normal islevini bozmak i¢in E6 ve E7 onkoproteinlerini asiri
eksprese eder ve viral proteinler konakg1 hiicrelere zarar vermeye baglar. Konakg1 hiicreler,
DNA hasar tepkisi yoluyla DNA’ larina verilen hasar1 onarmak igin 6zel bir mekanizma
gelistirdiler. Hasar goéren DNA onarildiktan sonra hiicre dongiisii kontrol noktalar
hafifletilebilir ve hiicrelerin boliinmeye devam etmesine izin verilir. Belirli kosullar altinda,
hiicreler DNA hasarin1 onaramazsa, apoptoz gergeklesir. Bununla birlikte, HPV ile iliskili
kanserde, E6/E7 viral proteinleri, hem sikline baglh kinaz (CDK) inhibitorlerini (p21, p27, p16)
inhibe ederek hem de p53 ve retinoblastomu (pRb) azaltarak hiicre dongiisii kontrol noktasi
kontroliinii bozar. E6, p53 tiimor baskilayici proteinini, hiicresel ubikitin ligazi E6AP ile

baglayarak, P53’ iin E6 onkoprotein kaynakli apoptoz ile bozunmasini saglar ve dolayisiyla



hiicre cogalmasina yol agar. E7, timor baskilayicilarin retinoblastom (Rb) ailesine ve ayrica
hiicre dongiisii regiilasyonunda yer alan diger proteinlere baglanir. Boylece, pRb’ nin E7
onkoproteini tarafindan bozunmasi, hiicre déngiisiiniin S fazina programlanmamis girise neden
olur ve bu da hiicrelerin gogalmasini tesvik eder. HPV ile enfekte bazal hiicreler boliindiikge,
viral genomlar, biri bazal tabakadan ayrilan, stratum granulosum'a dogru go¢ eden ve
farklilasan hiicrelerine boliintir. Normal enfekte olmamis epitelde, hiicreler bazal tabakadan
ayrilirken hiicre dongiisiinden ¢ikarlar ve bu genellikle suprabasal hiicrelerde ¢ekirdek kaybina
neden olur. Enfekte hiicreler bazal tabakayi terk ettikge, E7 proteininin etkisi nedeniyle hiicre
dongiisiinde aktif kalirlar. Hiicreler, S fazini oldukga farklilasmis hiicrelerde tekrar olusturur ve
viral replikasyon icin gerekli hiicresel replikasyon faktorlerinin ekspresyonunu aktive eder. E7
varhigi, enfekte olmus tiim epitel tabakalar1 boyunca gekirdeklerin karakteristik bir sekilde
tutulmasma yol agar. Viral onkoproteinlerin hiicre 6liimsiizlestirilmesi ve hiicre dongiisii
kapasitesinin farklilasmada tutulmasi igin gerekli olmasinin yani sira, farklilasmamis bazal
hiicrelerde ekstrakromozomal HPV formlarinin siirdiiriilmesi i¢in E6 ve E7” nin de gerekli

oldugu gosterilmistir (Longworth ve Laimins, 2004).

2.5. Rahim Agz1 Kanserinde Giincel Tedaviler

Son yillara ait istatistiki veriler, HPV agilarinin kullaniminin, spesifik HPV genotiplerine
bagli enfeksiyon ve hastaligi onlemek icin ¢ok etkili oldugunu gostermektedir. Asi programlari
diinyanin birgok tilkesinde ¢ok basarili bir sekilde uygulanmistir. Ticari olarak ii¢ profilaktik
as1 mevcuttur; bunlar Cervarix ( HPV16 ve HPV18 'e kars1 iki degerlikli bir as1 ), Gardasil (
HPV6, 11, 16 ve 18'e kars1 bir ¢ift degerlikli ) ve Gardasil 9 ( HPV6, 11, 16, 18, 31, 33, 45'e
kars1 9 degerli as1 ) , 52 ve 58). Bunlar, mayada (Gardasil) ve bocek hiicrelerinde (Cervarix)
HPV”’ nin L1 major kapsid proteininin rekombinant ekspresyonunun bir araya getirilmesinden
elde edilen viral benzeri partikiiller iceren enfeksiyoz olmayan alt birim asilardir (Chan ve ark,
2019). Diinya saglik orgiitii su anda 9 - 14 yas araligindaki kizlarin HPV’ ye kars1 asilanmalarini
Oonermektedir.

Rahim agz1 kanseri tanist histopatolojik inceleme ile konulmaktadir. Evreleme, timor
biiytikligii ve hastaligin pelvis i¢inde ve uzak organlara yayilmasi temelinde yapilir. Tedavi
hastaligin evresine baglidir ve segenekler arasinda cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi bulunur

(Diinya Saglik Orgiitii, 2020).
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Ulusal Kanser Enstitiisii, ileri evre rahim agzi kanseri tedavisi i¢in radyoterapi gerektiren
vakalarda es zamanl cisplatin iceren kemoretarapinin radyasyon terapisine dahil edilmesini
onermistir. Bu teknik hizla diinya ¢apinda kabul edilmis ve cisplatin kullanim1 standart haline
gelmistir (Small ve ark, 2017). Servikal kanserden o6liim riski, eszamanli kemoradiasyon
tedavisi kullanilarak % 30 ile % 50 arasinda azaltilmistir. Bes randomize, faz III ¢alismasi
(GOG-85, RTOG-9001, GOG-120, GOG-123 ve SWOG-8797), radyasyon tedavisi ile es
zamanh olarak verilen sisplatin bazli tedavi igin genel bir sagkalim avantaji gostermistir
(Whitney ve ark, 1999; Peters ve ark, 2000).

Tek ajan olarak cisplatin, sitotoksik ilaglar arasinda en aktif kemoterapik ajan olarak
kabul edilir. 1970 lerde ii¢ haftada bir 50 mg/m? intravendz olarak uygulanan tek ajanh
cisplatin, tekrarlayan servikal kanserini tedavi etmek i¢in en sik kullanilan ilag olmustur
(Thigpen ve ark, 1989). Daha yakin zamanlarda yapilan ¢alismalar cispalitin ile kombine
yaklasimlarin 6nemli sagkalim faydasi oldugunu gostermektedir. Jinekolojik onkoloji grubu
(GOG) faz 3 klinik calismalarda ileri ve tekrarlayan rahim agzi kanserinde paclitaxel,
vinorelbine, gemcitabine, topotecan ile cispaltinin ikili kombinasyonlarinin toksisitesini ve
etkinligini degerlendirmistir (GOG - 0204, NCT00064077) (Monk ve ark, 2009).

Rahim agz1 kanserini tedavi etmenin yeni bir yolu, kritik hiicre yollarinda yer alan
spesifik molekiilleri inhibe etmeyi amaglayan hedeflenmis ajanlari bir veya daha fazla
geleneksel kemoterapétik ilag ile birlikte kullanmaktir. Bu konuda yapilan bir ¢alismada ilk
kez, ilerlemis vakalarda akilli ilag-kemoterapi kombinasyonunun tek basina kemoterapi
uygulamasina gore yasami uzattigi saptanmistir. 2014 yilinda rahim agzi1 kanserinde FDA
tarafindan onaylanan ilk hedef ilag, dolasimdaki vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriine (VEGF)
kars1 yonlendirilen rekombinant insanlastirilmis bir monoklonal antikor olan bevacizumab
olmustur (Barra ve ark, 2017). Roche ve Genentech firmalari tarafindan gelistirilen
“Bevacizumab” adl ilacin amaci tiimoriin bitytimesi i¢in gerekli olan kan damarlart olusum
sinyalini bloke etmektir. Kemoterapi tedavisi ile birlikte kullanildiginda damar i¢i dokusu
tireme faktoriinii engelledigi onaylanmistir. Amerika ve Avrupa’da Avastin, iilkemizde Altuzan
adiyla piyasaya siiriilen ilacin, ilerlemis rahim agz1 kanseri hastalarinin dmriinii 4 ay daha
uzattigi, klinik ¢aligmalar ile saptanmigtir (Tewari ve ark, 2014). (GOG-0240, NCT00803062)

GOG 240 sonuglarimi takiben, ek ¢aligmalar metastatik, tekrarlayan veya kalict serviks

kanseri hastalarinda diger tedavilerle birlikte Bevacizumab' 1 arastirmistir. CECILIA yapmis
oldugu faz 2 c¢alismalarinda, karboplatin ve paclitaxel ile birlikte kullanildiginda

bevacizumab’imn etkinligini degerlendirmistir. (NCT02467907 ). Halen degerlendirilmekte olan

bevacizumab harici diger anti-anjiyojenik terapiler arasinda, eszamanli kemoradiasyon tedavisi
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ile kombinasyon halinde nimotuzumab, karboplatin ve paclitaxel ile nintedanib ve platin giftli
apatinib bulunmaktadir (NCT02009579, NCT03469531). Klinik ¢aligmalardan alinan anti-
anjiyojenik tedavi ile ilgili ek 6zet bilgiler Tablo 2’ de verilmistir. (Cohen ve ark, 2020).

Tablo 2. Rahim agzi1 kanseri tedavisinde arastirilan anti-anjiyojenik terapdtik ajanlarin 6zeti

ilac Ek terapiler Etki Calisma Potansiyel
mekanizmasi toksisiteler
Bevacizumab  Cisplatin/Paclitaxel Anti-VEGF-A GOG 240 Hipertansiyon,
Topotecan/Paclitaxel tromboz, nefrotik
Carboplatin/Paclitaxel sendrom,
dokiintii, bas
agrisi, bagirsak
delinmesi
Pazopanib Tekli terapi Anti-VEGFR- CECILIA
1,2,3
Lapatinib Tekli terapi Anti-EGFR Monk ve
ark.(2010)
Anti-Her2/neu
Neratinib Tekli terapi Anti-Her2/neu SUMMIT
NCT01953926
Cediranib Carboplatin/Paclitaxel ~ Anti-VEGFR1,2,3 CIRCCa
Cetuximab Cisplatin Anti-EGFR NCIC CTG-
184
Sunitinib Tekli terapi Anti-VEGFR1,2,3 NCT03413579
Nimotuzumab  Cisplatin/Vinorelbine  Anti-EGFR NCT03469531
es zamanh
NCT03413579
kemoradyasyon
Nintedanib Carboplatin/paclitaxel ~ Anti-VEGFR, NCT02009579
FGFR, PDGFR
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Poli ADP-riboz polimeraz (PARP), tek iplik¢ikli DNA kopmalarinin onariminda rol
oynayan hiicre i¢i bir proteindir. Bu enzim, timor hiicreleri tarafindan, malignitenin ayirt edici
ozelligi olan yiiksek mutasyon yiikiiniin belirlenmesinde DNA replikasyonundaki hatalari
onarmak i¢in kullanilir. PARP inhibitorleri, timor hiicrelerinde DNA onarim mekanizmasini
bloke etmeyi amaglayan bir anti-kanser ilag smifidir ve 6zellikle homolog rekombinasyon
eksikligi olarak bilinen DNA onarim yollarinda zaten mevcut olan dogal hatalar1 olan hastalarda
etkilidir. Bu ilaglar, 6zellikle yumurtalik kanserinde jinekolojik maligniteler dahil olmak tizere
cesitli kanserlerde arastirilmistir. Serviks kanser hiicrelerinde PARP, tedavi igin potansiyel bir
hedefi temsil eden normal hiicrelere kiyasla daha yiiksek seviyelerde bulunur (Cohen ve ark,
2020).

GOG/NRG Onkolojisinden yapilan iki ¢alisma ileri evre serviks kanserinde PARP
inhibitorii kullanimini degerlendirmistir. Faz 1 g¢alismasinda veliparib, ileri, kalici veya
tekrarlayan servikal kanseri olan hastalarin tedavisinde paklitaksel ve sisplatin ile birlestirildi.
Deneme kaydi sirasinda 6lgiilebilir hastaligi olan hastalarin % 34’ {inde objektif yanitlar elde
edilmistir. Sonuglar arastirmacilarin, kalici ve tekrarlayan servikal kanserde cisplatin ve
paklitaksel ile birlikte veliparibin giivenli ve uygulanabilir oldugu sonucuna varmasina neden
olmustur (Thaker ve ark, 2017).

Son yillarda, bagisiklik sisteminin, kanser ilerlemesinin taninmasi ve kontroliindeki
roliinti anlamaya odaklanilmaktadir. Bagisiklik kontrol noktasi reseptorleri yoluyla ig
sinyalleme, anti-timor bagisikliginin baskilanmasina yol agar ve tiimor ilerlemesine katkida
bulunur. Bu sinyaller inhibe edilebilir, bu da timor taninmasinin artmasina, daha sonra timor
biiyiimesinin daha iyi kontrol edilmesine ve hatta azaltilmasma yol acar. Immiinsiipresyon
sinyalini bloke etmek igin iki farkh yol agikga monoklonal antikor tedavisi ile hedeflenir. Anti-
programlanmis hiicre 6liimii (PD-1) ve anti-sitotoksik T lenfosit iliskili antijen 4 (CTLA-4),
serviks kanseri de dahil olmak tizere gesitli malignitelerde incelenen iki hedeftir (Cohen ve ark,
2020).

Keynote 158, PD-1 ile etkilesime giren, ligandlar1 ve sonugta T hiicresi tiikenmesi ile
etkilesimi onleyen insanlastirilmis bir monoklonal antikor olan pembrolizumabin giivenligini

ve etkinligini degerlendiren Faz Il Kklinik caligmasidir (NCT02628067). Pembrolizumab

monoterapisinde ilerlemis serviks kanseri olan hastalarda dayanikl antitiimor aktivitesi ve
yonetilebilir giivenlik gosterilmistir. Calismanin sonuglara dayanarak, ABD Gida ve llag
Idaresi, kemoterapi sirasinda veya sonrasinda ilerlemis olan ilerlemis PD-L1 pozitif serviks
kanseri olan hastalar i¢in pembrolizumabin hizlandirilmis onaymi vermistir (Chung ve ark,

2019) . Hem PD-1 inhibitorleri (pembrolizumab, nivolumab, cemiplimab) hem de PD-L1
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inhibitorleri (atezolizumab, avelumab, durvalumab) diger servikal kanser caligmalarinda
degerlendirilmektedir.

Yapilan tiim serviks kanseri tedavilerinin farkli toksisite profilleri vardir. Ornegin,
bevacizumab tedavisi alan hastalarda, almayanlara gore daha yiiksek oranda gastrointestinal
fistiiller, tromboembolik olaylar, hipertansiyon, gastrointestinal ve genitoiiriner kanamalar
gozlenmistir. Kemoterapiyle beraber bevacizumab alan dort hastada olimciil yan etkiler
bildirilmistir (Tewari ve ark, 2014). Toksisitelere ek olarak, ilag direnci de kanser tedavisinde
bir engel olarak kalmaktadir. Tiim bu sonuglar yeni, daha etkili ve daha az toksik yaklasimlarla,
serviks kanseri i¢in erken tani yontemleri ve tedavi stratejilerinin uygulanmasiin aciliyetini
vurgulamaktadir. Eksozomlar, serviks kanserinin tedavisinde ve ilag direncinde 6nemli bir rol
oynayabilirler. Hedefe yonelik tedavilerin kesfinde, hiicreler arasindaki bilgilendirici tasiyicilar
olarak eksozomlarin kullanilmasi gelecek ¢alismalarda imit vaad etmektedir. Ayrica, serviks

kanserinde tan1 ve yeni terapdtik stratejiler igin umut verici bir biyobelirtegtirler.

2.6. Hiicre Dis1 Vezikiiller

Viicudumuzun hemen hemen tiim hiicreleri, hiicre disina, hiicre dis1 vezikiiller (EV’ ler)
olarak adlandirilan, gesitli tipte nanometre boyutunda, membrandan tiiretilmis, ¢ift kath lipid
tabakali vezikiiller salmaktadir. EV’ ler tiikiiriik, amniyotik s1vi, anne siitii, meni, burun salgisi,
beyin omurilik sivisi, lenf, gézyasi, idrar, kan plazmasi veya serum dahil olmak tizere gesitli
biyolojik sivilarda tespit edilmistir (Dilsiz 2020). EV’ ler, genellikle onlart serbest birakan
hiicrelerin adimi tagir. Ornegin, kardiyomiyositlerden salman vezikiillere kardiyomomlar,
prostat epitel hiicrelerinden alinan vezikiillere prostatozomlar ve tiimor hiicrelerinden salinan
vezikiillere onkozomlar denir (Kang ve ark, 2017). EV’ ler hiicreler arasi iletisime sinyal
organelleri olarak aracilik ederler. Hiicre-hiicre iletisimi, dokular arasi iletisim ve

homeostazinin saglanmasi i¢in 6nemli aracilardir. (Antimisiaris ve ark, 2018).

EV’ lerin varlig1 70 yildan fazla siiredir bilinmektedir. EV” lerin hiicre sinyallemesindeki
rolii, yapilari, biyogenezleri ve fonksiyonlar: ile ilgili bilgilerin ¢ogu 1980’ lere kadar
anlasilamamistir. 1987’ de Johnstone ve arkadaslari sigan retikiilositlerinde yaptigi calismada,
EV’ lerin biyogenezini tanimlamis ve bunlara “eksozom” adini vermistir. Kesin biyogenez yolu
ve ayrintil yapilar1 1990° larin sonlarina kadar belirsiz kalmistir. Baslarda EV” lerin hiicre i¢i

roliiniin atik ve sitotoksik maddelerin hiicreden ¢ikarilmasi oldugu diistiniilmekteydi. VValadi ve
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ark (2007) ¢aligmalarinda eksozom liimeninde niikleik asitlerin varligin1 bildirdiginde, EV’
lerin biyoaktif molekiilleri de tasiyabilecegi ve alici hiicrelere verebilecegini, boylece alici
hiicrelerin fizyolojik durumunu bozabilecegi anlasilmistir. James Rothman, Randy Schekman
ve Thomas Sudhof vezikiil ¢alismasina katkilar1 ve hiicresel fizyolojide EV’ lerin roliinii
gdstermeleri nedeniyle 2013 yilinda Nobel Fizyoloji ve Tip Odiiliine layik goriilmiistiir. Bu
kesifler, ekzosomlart ¢op tastyict konumundan yeni bir hiicre i¢i iletisim aract konumuna
gecirmis ve gesitli alanlarda c¢alisan arastirmacilarin EV’ lere olan ilgisini arttirmistir
(Srivastava ve ark, 2020).

Salgilanan EV’ lerin tasidiklar1 hiicre kaynaklari ve hiicre kaynaklariin
patofizyolojik durumlarin1 yansitan protein ve niikleik asitler, hastaligin teshisi ve seyri
hakkinda bilgi vermek i¢in biyobelirteg olarak kullanilabilir. EV’ ler tiimor olusumu, metastaz,
inflamasyon ve bagisiklik sisteminin aktivasyonu gibi ¢esitli patolojilere katkida
bulunmaktadir (Antimisiaris ve ark, 2018). Bu vezikiiller, hastaliklar, terap6tik ajanlar veya ilag
verme araglari i¢in biyobelirte¢ kaynaklari olma potansiyeli nedeniyle biyomedikal aragtirma
toplulugundan biiyiik ilgi gormektedir (Lai ve ark, 2013).

Membrandan tiiretilen EV’ ler, hiicresel kokenlerine, boyutlarina, salim sekillerine,
igeriklerine ve fonksiyonlarina bagl olarak ti¢ farkl sinifa ayrilir. Bunlar; eksozomlar (~40-
100 nm), mikrovezikiiller (~100-500 nm) ve apoptotik cisimler (~500-1000 nm) olarak
adlandirihr. (Sekil 5).

Nucleus e ‘
09 O \') \ - Nucleus
= ‘ ‘
‘ 500 ) / Q |

Q
Exosomes Microvesicles Apoptotic vesicles
(40 — 100 nm) (100 — 500 nm) (500 — 1000 nm)

Sekil 5. Hiicre dis1 vezikiillerin sematik gosterimi (Batrakova ve Kim, 2015).

2.6.1. Apoptotik Cisimler (ApoBD)

Birgok farkli hiicre tipi, fizyolojik olarak programlanmis bir hiicre 6liimii olan apoptoza

ugrar. Apoptoz, normal hiicre dongiisiinde, bagisiklik sisteminin uygun gelisimi ve isleyisinde,
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hormona bagli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakl1 hiicre liimiinde meydana gelen
aktif bir siiregtir. Gelisim ve yaslanma siirecinde 6nemli bir rol oynar ve dokularda diizenli
hiicre popiilasyonlarini siirdiirmek i¢in homeostatik bir mekanizmayi temsil eder (Atkin-Smith
ve Poon, 2017).

Apoptoza giren hiicreler, muhtemelen toksik veya immiinojenik hiicresel i¢eriklerin hiicre
dist matrise sizmasimi Onlemek icin, hiicresel igeriklerini apoptotik cisimlere ayirirlar.
Apoptotik cisimler, 50-5000 nm arasinda degisen boyutlara, 1.16-1.28 g/ml yogunluguna sahip,
heterojen bir vezikiil grubudur. Mikroniikleuslar, kromatin kalintilari, sitosol kisimlari,
bozulmus proteinler, DNA fragmanlari, bozulmamis organeller gibi ¢esitli hiicresel bilesenler
ve makrofajlar tarafindan hizla yok edilmelerini saglayan sinyal molekiillerini icerirler. Ayrica,
daha biiyiikk boyutlu ApoBD’ lerde proteinler, lipitler, RNA ve DNA molekiilleri bulunur.
Spesifik hiicresel icerikleri ve yiiksek yogunluklari nedeniyle, diger iki vezikiil grubundan
kolaylikla ayirt edilebilirler. Eksozomlar ve mikrovezikiiller normal hiicresel siirecler sirasinda
saliirken, apoptotik cisimler sadece programlanmis hiicre 6liimii sirasinda olusur ve salinir
(Sekil 6) (Kooijmans ve ark, 2012).

Hiicre dis1 alanda birakildiktan sonra, ApoBD’ ler makrofajlar, parankimal hiicreler veya
neoplastik hiicreler tarafindan fagositozlanir ve fagolizozomlar i¢inde bozunur. Apoptotik
hiicreleri saran ve sindiren makrofajlara “tingibl viicut makrofajlar1” denir. Tingible cisimler,
apoptotik hiicrelerden salinan niikleer kalintilarin pargalaridir (Battistelli ve Falcieri, 2020).

ApoBD’ lerin fagositoz yoluyla makrofajlarla temizlenmesi, fagositler {izerindeki tanima
reseptorleri ve apoptotik hiicre zarmin bilesimindeki spesifik degisikliklerle olur. Bu
degisikliklerden ilki, fosfatidilserinin (PS) lipit tabakasinin dis kismina translokasyonunu igerir.
Normalde membraninin i¢ tabakasinda yer alan PS, aminofosfolipid transferaz enzimiyle
membranin dis tabakasina go¢ eder. Translokasyon yapan bu PS’ ler fagositler tarafindan
taninan Annexin V’ ye baglanir. Bir bagka membran degisikligi trombospondin veya
tamamlayict protein C3b’ nin baglanmasi i¢in alanlar olusturan yiizey molekiillerinin
oksidasyonudur. Trombospondin ve C3b, fagosit reseptorleri tarafindan taninmay: saglar.
Annexin V, trombospondin ve C3b, apoptotik cisimlerin biyobelirtegleri olarak kabul
gormektedir (Akers ve ark, 2013).
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Sekil 6. Apoptoz sirasinda apoptotik cisimlerin olusumu. Apoptoz ile 6lmekte olan bir hiicrenin
ilk olarak kromatini yogunlagsmasya baslar. Ardindan hiicrenin boyutlar1 kigiiliir, hiicresel
igerik apoptotik cisimler olarak adlandirilan membran vezikiillerine parcalanir. ApoBD’ lerin
fagositoz yoluyla makrofajlarla temizlenmesine fagositler iizerindeki tanima reseptorleri ve

apoptotik hiicre zarinin bilesimindeki spesifik degisiklikler aracilik eder. (Akers ve ark, 2013).

2.6.2. Mikrovezikiiller (MV)

Mikrovezikiiller olarak bilinen diger EV tipleri ektozomlar, dokiilme vezikiilleri,
mikropartikiiller, plazma membranindan tiiretilen vezikiiller veya eksozikiiller olarak da
adlandirilirlar. MV’ ler, 50-1000 nm arasinda degisen boyuttadirlar. Belirli proteinleri ve
lipitleri tasirlar ve daha sonra yiiklerini belirlenmis alic1 hiicresine teslim ederler (Ha ve ark,
2016).

MV’ ler plazma membranlarindan fiizyon yoluyla olusurlar. MV’ lerin olusumu
fosfolipidlerin yeniden dagilimi ve hiicre iskeletindeki protein kasilmasi arasindaki dinamik
etkilesimin sonucudur. Plazma membrani i¢indeki protein ve fosfolipid dagilimi homojen
olmaktan uzaktir ve asimetrik dagilim gosterir. Membran asimetrisi, plazma zarmin bir
tabakasindan digerine fosfolipidleri aktaran aminofosfolipid translokaz enzimleri tarafindan
diizenlenir. Flippazlar, fosfolipidleri dis tabakadan i¢ tabakaya, floppazlar ise i¢ tabakadan dis
tabakaya aktaran translokazlardir. Membran tomurcuklanmasi/vezikiill — olusumu,
aminofosfolipid translokazlarin aktivitesi yoluyla fosfatidilserinin dis zar tabakasina
translokasyonu ile indiiklenir. Tomurcuklanma islemi aktin-miyozin etkilesimleri ile hiicre

iskelet yapilarinin kasilmasi ile tamamlanir (Akers ve ark, 2013).

Vezikiil olusumu i¢in gerekli uyaranlar ve yogunluk, hiicre tipleri arasinda degisebilir

(Kooijmans ve ark, 2012). Artan hiicre ici Ca?* seviyeleri mikrovezikiillerin sekresyonunun

17



artmasina neden olmaktadir. Ornegin eritrositler, uygun bir iyonofor ile kombinasyon halinde
yiiksek seviyelerde hiicre dis1 Ca?* ile uyarilabilir (Bucki ve ark, 1998).

Bir melanom modelinde, GTP-baglayici protein ADP-ribosilasyon faktorii 6’ nin (ARF6)
asir1 ekspresyonu, mikrovezikiil salgisinin artmasina neden olur. MV tomurcuklanmasini
etkinlestirmek i¢in, ARF6, hiicre dis1 sinyalle diizenlenmis kinaz1 (ERK) plazma membranina
alan fosfolipaz D’ nin (PLD) aktivasyonu ile baslayan bir sinyalleme kaskati baglatir. ERK,
miyozin hafif zincir kinazin1 (MLCK) fosforile ederek aktive eder. Miyozin hafif zincirinin
MLCK tarafindan fosforilasyonu ve aktivasyonu, mikrovezikiillerin salinmasii tetikler
(Muralidharan-Chari ve ark, 2009) (Sekil 7). Bu sinyallesme kaskadi, ekzomlarin
salgilanmasin1 degistirmez. Bu da, mikrovezikiillerin ve eksozomlarin biyogenezinin farkli

oldugunu desteklemektedir.

' Phosphatidylserine *()lhcr phopholipid
1 Flippase &

Outer leafle {Fomase  SRAneneneeeeeneneeeneene
—
Inner leaflet dddaiidibbiobiddbdddaodiiddd
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Sekil 7. MV’ lerin olusumu ve salinim mekanizmasi. MV’ lerin disa dogru tomurcuklanmasi,
aminofosfolipid translokazlarin aktivitesi yoluyla PS’ lerin dis zar tabakasina translokasyonu
ile basglar. Aktiflestirilmis ARF6, fosfolipaz D’ nin aktivasyonu ile baslayan, MLCK’ nin
fosforilasyonunda ve aktivasyonunda sona eren, sinyalleme kaskati baslatir. Boylece MV

salimimi gerceklesir (Akers ve ark, 2013).
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2.6.3. Eksozomlar

Eksozomlar, 1.13-1.21 g / ml yogunluga, 30-120 nm ¢apinda degisen boyutlara sahip, ¢ift
fosfolipid tabakayla gevrili kii¢iik membran vezikilleridir (Wang ve Xie, 2017). EV’ lerin
bilinen en kiigiik alt gruplarini olustururlar. Hiicre biiylimesi, hiicre hasari, inflamasyon,
hipoksi, oksidatif stres ve karsinojenez ile fizyolojik kosullarin degismesi eksozomlarin
salgilanmasini tetikler (Lim ve Kim, 2019). Eksozomlar, B hiicresi, T hiicresi, makrofajlar,
dendritik hiicreler, mast hiicreleri, epitel hiicreler, trombositler, retikiilositler, timor hiicresi gibi
cogu hiicre tipinde multivezikiiler endozomlardan salgilanirlar (Denzer ve ark, 2000). In vivo
olarak saptanan eksozomlarin ¢ogu (yaklasik % 80) trombositlerden tiiretilir (Antimisiaris ve
ark, 2018).

Eksozomlar plazma, serum, idrar, gézyas, tiikiiriik, anne siitii, lenf, safra, beyin omurilik
stvisi, eklem sivisi gibi birgok viicut sivisinda bulunurlar. Bu vesikiiller; protein, lipid, miRNA,
mRNA ve DNA gibi 6nemli molekiilleri tasiyarak, hiicreler arasi haberlesmede ve molekiillerin
transferinde araci olarak gérev alirlar (Wang ve Xie, 2017).

Eksozom kelimesi ilk kez 1970 yilinda Johnstone ve arkadaslari tarafindan kullanilmistir.
Olgunlasan alyuvar hiicreleri ile calisirken, “neredeyse muntazam biiyiikliikte, zarla ¢evrili bir
yap1 ile i¢i dolu kese” olusumunu goézlemlemis ve bu vezikiilleri “eksozom” olarak
adlandirmiglardir (Ha ve ark, 2016). 1980’ lerin sonlarinda, terimin kullanimi, multivezikiiler
cisimlerin (MVB) plazma membrani ile kaynagmasinin ardindan alyuvarlarin farklilagmasi
sirasinda salinan endozomal kokenli kiiglik vezikiilleri tanimlamak i¢in uyarlanmistir (Guo ve
ark, 2017). Raposo ve ark (1996) B hiicrelerinden izole edilen ekzosomlarin T hiicrelerini
uyarma 6zelligini buldugunda, eksozomlar immiinolojide 6nemli bir hedef haline gelmistir.

Teoride, eksozomlar ve mikrovezikiiller kokenlerine gore agikga ayirt edilebilir, ancak
pratikte boyle bir ayrim nadiren miimkiindiir. Bu nedenle, eksozom ve mikrovezikiiller
arasindaki ayrim yogunluk, boyut, morfoloji, protein ve lipit bilesimi gibi fenotipik 6zelliklere
dayanarak yapilmaktadir. Eksozomlar, tipik olarak MV’ lerin i¢indeki ILV” ler ile karakteristik
ozelliklere sahiptir. Elektron mikroskobu ile incelendiginde, biyolojik sivilarda kiiresel
yapidadirlar. Mikrovezikiillerden daha homojen boyutlarina ek olarak, daha yogun olduklari ve
1.13-1.19 g/ml yiiksekliklerinde bir siikkroz yogunluk gradyan1 {izerinde yiizdikleri
diistiniilmektedir (Kooijmans ve ark, 2012). Ek olarak, genellikle tetraspanin, 1s1 soku
proteinleri, fiizyon proteinleri, sitosolik proteinler, lizozomal proteinler gibi diger vezikiillerden
ayirt etmek icin kullanilan endozomal yola 6zgii benzersiz yiizey proteinleri ile Alix, TSG101,

niikleik asitler ve reseptorleri igerir (Antimisiaris ve ark, 2018).
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2.7. Eksozomlari Olusumu ve Salgilanmasi

Eksozomlarin biyogenezi, erken endozomlara yol acan plazma zarinin i¢e dogru
tomurcuklanmasiyla baglar. Erken endozomlar, golgi kompleksi ile etkilesimleri igeren bir
stire¢ yoluyla olgunlasarak, ge¢ endozom haline gelir. Bu ge¢ endozomlarin membrani, ige
dogru tomurcuklanmaya ugrar ve niikleik asitlerle birlikte plazma zarindan ve Golgi’den
proteinler i¢eren intraliiminal vezikiiller (ILV) olusturur. Bu ILV’ lerin ge¢ endozomlar iginde
birikmesi, ¢ok kesecikli yapilar yani multivesikiiler body’ler (MVB) olarak adlandirilir. MVB’
ler, lizozomlar tarafindan pargalanabilir veya ILV ‘leri eksozom olarak hiicre dis1 bosluga
serbest birakmak i¢in plazma membrani ile kaynasir. MVB’ ler hiicre membrani ile
kaynastiktan sonra eksozomlar, ekzositoz yoluyla hiicre digina salmirlar (Sekil 8) (Ha ve ark,
2016).

o * % Exosomes

Microvesicles

Early endosome

Sekil 8. Eksozom ve mikrovezikiil olusumu (Ha ve ark, 2016)

MVB’ler i¢inde ILV’ lerin iiretilmesinin, ubikuitine edilmis yiikleri taniyabilen birgok
proteinden olusan, tasima icin gerekli olan endozomal siralama kompleksine (ESCRT) bagh
oldugu bildirilmistir. ESCRT, eksozomlara protein ayirmanin anahtar molekiiler makinesidir.
ESCRT; ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II ve ESCRT-III adl: birbiriyle koordineli protein
kompleksinden ve ¢esitli bilesenlerden (TSG101, ALIX) olusur. Kompleks, segilen proteinleri
ILV’ lere aymrmada gorev alir. ILV’ ler iginde bulunan proteinlerin bazilari
ubikitinedir. ESCRT makineleri, protein tirozin fosfataz HD-PTP ile etkilesimi yoluyla bu

proteinlerin ayrismasina katilir (Meldolesi, 2018).
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ESCRT-0, endozomal zardaki ubikutinlenen proteinleri tanima ve sekrete edilmesinden,
endositoz reseptorlerin her yerde ¢ogaltilmasindan sorumludur. Endozomlarda ubikutinlenmis
membran proteinleri MVB yoluna girerken, ubikutinlenmemis proteinler plazma membraninda
veya golgi kompleksinde geri donistiirtiliir. ESCRT-I “in bir bileseni olan tiimor duyarlihig:
geni 101 (TSG101), ubikutinlenmis protein ile bir kompleks olusturur ve ESCRT-II
kompleksini aktive ederek, tomurcuk olusumunu indiikler. MVB proteinleri ayrilir ve
deubikuitin enzimi ile ILV’ lere ayrilmadan 6nce proteinlerden ubikutin ayrilir. Son agamada
ise ESCRT-III, vakuolar protein siniflandirmasi ile iligkili protein 4 (VPS4) adenosin trifosfataz
(ATPase) ile tomurcuklanan vezikiiliin membrandan ayrilmasimi saglar (Sekil 9) (Barile ve
Vassalli, 2017).

Exosomes
Size: 50-150 nm
é* Markers: CD63; CD9; Alix; TSG101;
Tetraspanins: MHCI; HSP70
'g v .é Origin: Multivesicular endosomes
v Lipids:  Sphingomielin,
Phosphatidylserine

Microvesicles

Size: 100-1000 nm

Markers: CD40; CD62; integrins
Origin:  Plasma membrane
Lipids:  Phosphatidylserine

Membrane particles

Size: 50-80 nm

Markers: CD133; integrins; GRP94
2 7 Origin: ~ Plasma membrane

@ Ubiquitin Lipids: ?

#* Golgi modified Protein

! Transmembrane Protein

& Cytosolic Protein

/| Nucleus

Sekil 9. Eksozomlarin biyogenezi (Barile ve Vassalli, 2017).

MVB olusumunun ikinci yolu ESCRT’ den bagimsizdir ve endozomal membranin
spesifik lipit bilesimine dayanir. Seramidlerin eksozom biyogenezinde rol aldigi bildirilmistir.
Membranin dis tarafindaki seramid agisindan zengin lipidlerin ve tetraspanin CD63’ {in ILV

olusumuna yol agtig1 gosterilmistir (Guo ve ark, 2017).
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MVB’ ler hiicrede farkli iglemlere ugrayabilir ve igeriklerini bozan lizozomlarla veya
hiicreden eksozomlar: serbest birakan plazma membrani ile birlesebilir. Bu mekanizma Kklatrin,
kaplama protein kompleksi | ve 1l (COP I ve II), ¢oziiniir N-etilmaleimide duyarh faktor
baglanma protein reseptorleri (SNARE) ve GTPazlar gibi birgok proteini igerir. RAB27, SLP4
ve SLAC2B’nin RNA etkilesimi aracili pargalamasinin eksozom salinimini olumsuz etkiledigi,
bu proteinlerin eksozomlarin salgilanmasinda 6nemli rol oynadiklart gosterilmistir (Farooqi ve
ark, 2018).

Ayrica, p53, Piruvat kinaz tip M2’ nin (PKM2) ve tiimor baskilayici ile aktiflestirilen yol
6’nin (TSAP6) ekspresyonunun, tiimér hiicrelerinde eksozom salgilanmasini arttirdigina dair
kanitlar vardir. Hiicre i¢i Ca * birikiminin ve mikro-ortam pH’ indaki degisimin eksozom
salgilanmasini etkilemektedir (Subra ve ark, 2007).

pH’ 1 eksozom davranisi {izerindeki etkisi Laulagnier ve ark (2004) tarafindan
gosterilmistir. Sekil 10 de gosterildigi gibi ILV’ ler MVB igindeki asidik bir pH ortaminda

(pH 5.5) uiretilir ve eksozomlar haline gelmek igin nétr bir pH ortamina salinirlar.

Extracellular medium QExosomes
/U
pH 55 Intraluminal vesicles
O — MVB
\ Cytosol pH 7.4

Sekil 10. Eksozom biyogenezinde pH’ nin etkisi. Vezikiil tomurcuklanmasini tetikleyen ilk
olay, MVB ler icinde kiimeler halinde organize edilen ILV’ lerin asidik pH’ ta olusumudur

(Subra ve ark, 2007).

2.8. Eksozomlarin Membran Bilesimleri ve I¢erigi

Eksozomlar, mRNA, uzun kodlamayan RNA (IncRNA), miRNA ve hatta ¢ift sarmalli
DNA gibi genetik materyal yiiklerine ek olarak bir¢ok zara bagl lipit ve protein igerirler (Sekil
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11). Eksozom veritabani olan ExoCarta (www.exocarta.org) 2020 verilerine gore eksozomlarla
iligkili oldugu tanimlanan su anda yaklasik 9769 protein, 1116 lipid, 3408 mRNA, 2838
MIiRNA vardir. Eksozomlarin bilesimi ve igerigi, ana hiicrelerine, fizyolojik kosullarina ve
cevresel stres faktorleri ve uyaranlara bagli olarak birbirinden farklilik gosterir (Mignot ve ark,
2006).

cD81 ' protein

o

ellular metabolites

Growth factors
(TGF-B)

Tumor associated antigens Adhesion molecules

Sekil 11. Cesitli proteinler (sitosolik proteinler, transmembran proteinler, 1s1 sok proteinleri ve
adezyon proteini, tetraspaninler, vb.), lipitler ve niikleik asitler (MRNA, miRNA, IncRNA ve
DNA) igeren eksozom kompleksi (Meng ve ark, 2020).

Belirli patolojilerle iliskili eksozom kompozisyonundaki degisiklikleri analiz eden ¢ogu
calisma, eksozom RNA kargolarindaki fonksiyonel degisikliklerin karakterize edilmesine
odaklanmustir, ancak eksozom membran proteinlerinin potansiyel diizenleyici rollerine ilgi giin

gectikce artmaktadir. (Hu ve ark, 2020).

2.8.1. Proteinler

Eksozomlarin yiizeyi tetraspaninler (CD63, CD81, CD9, TSPAN6, TSPANS), 1s1 sok
proteinleri (Hsp70 ve Hsp90), hiicre adezyon proteinleri (integrin, laktaderin), hiicre iskelet
proteinleri (aktin, tiibiilin), fiizyon proteinleri (GTPaz, annexin, flotillin) ve eksozomlarin
islevini dogrudan etkileyebilen proteinler (MHC-1, MHC-II, FasL, WNT) gibi hiicre tipine 6zgii

birden fazla protein ailesinin varhg: ile karakterize edilir. Cogu durumda, eksozomlarin alici
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hiicrelere baglanmasi, yilizeylerindeki proteinler ile alict hiicrelerin plazma zarindaki reseptorler
arasindaki spesifik etkilesimlerle saglanir (Zhang ve ark, 2019).

Tetraspaninler, eksozomlarda yaygin olarak tespit edilen bir transmembran protein
ailesidir. Bunlar arasinda siklikla eksozom markerleri olarak kullanilan CD9, CD63, CD81 ve
CD82 bulunur (Kooijmans ve ark, 2012). Tetraspaninler hiicrede, fiizyon, sinyallesme, hiicre-
hiicre yapismasi ve proliferasyon gibi ¢cok sayida fonksiyona aracilik ederler. (Hemler, 2005).
Ancak eksozomlardaki, fonksiyonu biiyiik 6l¢iide bilinmemektedir.

Tetraspaninler EV yiizeyinde oldukga fazladir, bu da EV fonksiyonunda rol
oynayabileceklerini gostermektedir. EV iiretimi sirasinda tetraspaninlerin sitosolik proteinlerle
etkilesime girdigi ve muhtemelen luminal kargo yiikleme siirecine katildigi bildirilmistir
(Meldolesi, 2018). Bununla birlikte, tetraspaninlerin, Tspan8, CD49 ve CD106’ nin, pankreatik
adenokarsinom tiirevi eksozomlarin fibroblastlar ve endotelyal hiicreler tarafindan baglanmasi
ve tutulmasinda rol oynadigi goriilmiistiir. Ayrica CD9” un eksozomlarin hedef hiicreleriyle
flizyonunda rol oynamasi, tetraspaninlerin eksozomlarda ve hiicre zarlarinda benzer
fonksiyonlara sahip olabilecegini gostermektedir (Nazarenko ve ark, 2010).

Tetraspaninler, sinirl ligand-reseptor etkilesimi ve bazi durumlarda biyokimyasal veya
immiinolojik tespiti 6nleyebilen kiigiik boyutlar1 nedeniyle nispeten az calisilmistir. Bununla
birlikte, flizyon, hiicre gogl, hiicre-hiicre yapismasi ve sinyal olaylarmin aracilari olarak
islevleri, onlar1 ilag kesfi alaninda ilging hedefler yapmistir. Ayrica, eksozomlardaki (biiyiik
ol¢iide bilinmemekle birlikte) islevlerinden, ilag verme sistemleri olarak eksozom
mimetiklerinin 6zelliklerini gelistirmek i¢in faydalanilabilir (Kooijmans ve ark, 2012).

Eksozomlarda bulunan bir diger protein, integrinlerdir. ExoCarta veri tabanina gore
integrinler, kanser ve bagisiklik hiicrelerinden tiiretilen eksozomlarda tespit edilen en bol
proteinler arasindadir (Van Dommelen ve ark, 2012). Yapigsma molekiilleri olarak islev
gorlirler ve hiicre digt matrise hiicre baglanmasini saglarlar. Eksozomlarda, integrinler
vezikiillerin hedef hiicrelerine adreslenmesinde rol oynarlar (Ha ve ark, 2016). Bir baska
eksozomal adezyon proteini laktadherindir (EGF faktorii VIII veya MFG-E8 olarak da
bilinir). Bu protein yaygin olarak bagisiklik hiicrelerinden ve fibroblastlardan tiiretilen
eksozomlarda bulunur. Apoptotik hiicrelerin veya eksozomlarin hedef hiicrelerin yiizeyi
arasinda bir iskele proteini gorevi gortir (Kooijmans ve ark, 2012).

Tetraspaninler ve integrinler disinda, eksozomlarda ilag iletim ozelliklerini gelistirme
potansiyeline sahip diger proteinler de tanimlanmistir. Bunlardan ikisi, CD55 ve CD59 dur. B

hiicreleri, dendritik hiicreler, kolorektal kanser hiicreleri, tiikiiriikk ve bronsiyal epitel hiicreleri
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dahil olmak {izere ¢esitli kaynaklardan tiiretilen eksozomlarda bulunmuslardir. Bu proteinler
eksozomlar1 kompleman aracili lizizden korumaktadir (Kooijmans ve ark, 2012).

Flizyon protein molekiillerinin eksozomlar tizerindeki lipit fraksiyonlarina bagl oldugu
bulunmustur. Anneksinler, flotilin, GTPazlar, RAB’ler ve ADP ribozilleme faktorleri gibi
proteinler, farkli bolmeler arasinda hiicre i¢i vezikiil tasinmasi ve fiizyon fonksiyonlar: ile
iligkilidir (Colombo ve ark, 2014).

Antijenik peptitlerin biiyiik histo-uyumluluk kompleksi (MHC) molekiilleri tarafindan T
hiicrelerine sunulmasi genellikle hiicre yiizeyinde gergeklesir. Bununla birlikte, B lenfositleri
ve dendritik hiicreler (DC) gibi antijen sunan hiicrelerin (APC) in vitro T hiicresi ¢ogalmasini
uyarabilen peptit yiikli MHC molekiilleri tasiyan eksozomlari salgiladiklart gosterilmistir.
APC’ ler tarafindan salgilanan eksozomlarin T hiicre proliferasyonunu in vitro uyarma ve anti
timor immiin yanitlarini in vivo indiikleme yetenegine sahip olduklar1 goriilmiistiir (Raposo ve
ark., 1996).

DC’ den tiiretilmis eksozomlar, ILV’ lere ayirmak i¢in ubikitinlenmis kargo proteinlerini
secen korunmus makinenin bir parcasi olan TSG101 ve ALIX’ i igerir. Tsg101, tasima ESCRT-
Licin gerekli olan endozomal siralama kompleksinin bilesenlerinden biridir. ALIX’ in ESCRT-
Il ve ESCRT-II" i bagladigi gosterilmistir. Bu bilesenlerin ILV’ nin ice dogru
tomurcuklanmasina ve yayilmasina izin verdigi diistiniiliir, ancak AAA ATPase VPS4{in etkisi
ile endozomal zardan ayrilir (Février ve Raposo, 2004).

Isi sok proteinleri (Hsps), eksozomlarin biyogenezinde de o6nemli bir rol
oynamaktadir. Hsps ailesinin bir {iyesi olan Hsp20’nin, dogrudan ESCRT- | kompleksinin
onemli bir bileseni olan TSG101 ile etkilesime girerek eksozomlarin biyogenezine aracilik
ettigi tespit edilmistir. Hsp20, TSG101 igin yiiksek bir afiniteye sahiptir bu da Hsp20 ’nin,
TSG101’ in ubikitin proteinlerini tanimasina yardimer olan ESCRT-I kompleksinin bir pargast

olabilecegini gosterir (Reddy ve ark , 2018).

2.8.2. Lipidler

Dolagimdaki eksozomlarin ¢ift kath lipit tabakasi, seramid, sfingomiyelin (SM),
fosfatidilkolin (LPC), fosfatidil-etanolamin, fosfatidilserin (PS), gangliosid GM3 ve
fosfatidilinositol gibi plazma membran lipitlerinden olusur. Bu lipitlerin oranlari, farkl hiicre

tiplerinden  tiiretilen  eksozomlar arasinda  degismektedir. Ornegin  fosfatidilkolin,
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retikiilositlerden tiiretilen eksozomlardaki lipitlerin neredeyse yarisini olustururken, mast
hiicresinden ve dendritik hiicreden tiiretilmis eksozomlardaki toplam lipit iceriginin iicte
birinden daha azini olusturur (Kooijmans ve ark., 2012). Son zamanlarda yapilan bir ¢alisma,
300 ml kan i¢in ortalama 60 mg protein ile kanda dolasan eksozomlarin varligini ortaya
koymustur. Bu miktarda eksozom, yaklasik 2 nmol LPC tasiyacak olan 20 nmol fosfolipidi
temsil eder. 300 ml kan i¢in boyle bir LPC miktari, yaklasik 7 nM” lik bir konsantrasyona
esdegerdir. Bu nedenle eksozomlar, dolasimdaki kiigiik bir LPC kaynagini1 temsil etmektedir
(Caby ve ark, 2005).

Eksozom membran lipit bilesenleri, intraliiminal vezikiillerin biyogenezi i¢in nemli olan
seramidle birlikte yiiksek konsantrasyonlarda kolesterol ve sfingomiyelin ile karakterize edilir.
Ek olarak, eksozom membran lipitleri, diger hiicresel zarlarda bulunmayan ve kolesterol
birikmesine katkida bulunan alisilmadik bir fosfolipit olan lizosifosfatidik asidi (LPBA) igerir.
Lizozfosfatidik asidin, yeni olusan eksozomlarin kendisine dahil edilmeden bu zardaki vezikiil
tomurcuklanmasina katkida bulunabilecegi varsayilmistir. (Meldolesi, 2018)

Genel olarak eksozomlar, ebeveyn hiicreleri plazma zarlarina kiyasla sfingomiyelin,
kolesterol, GM3 ve fosfatidilserin bakimindan artig, fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamin
bakimindan azalma gosterirler (Raposo ve Stoorvogel, 2013). Sfingomiyelin ve kolesteroliin
hidrojen baglar1 olusturdugu diisiiniiliir, bu da sfingomiyelin/kolesterol bilayerlerinin siki bir
sekilde paketlenmesine ve diisiik su gegirgenligine neden olur. Bu nedenle, eksozomlarin
sertliklerini artirirlar. Eksozomlarin artan membran sertligi, kolayca ayrigmamalarini ve
biyolojik sivilarda stabilitelerinin artmasini saglamaktadir. Bu sayede deterjan muamelelerine
kars1 mikrotaneciklerden daha direngli olduklar1 bulunmustur (Record ve ark, 2018).

Sfingomiyelin  ve  GM3, eksozomun sertligini belirlemekten  sorumluyken,
fosfatidilserinin ¢esitli biyolojik siireclerde bir sinyal molekiilii olarak rol oynadigi
bilinmektedir. PS farkl: tiplerde fosfolipid tasima enzimleri yoluyla eksozomlarin plazma
membraninda eksprese edilir. Dis proteinlerin yerlestirilmesinde rol oynar, eksozomun plazma

membranina sinyal ve fiizyona izin verir (Ha ve ark, 2016).

Seramid, ILV’ lerde ve MVB membraninda bulunan esansiyel lipitlerden biridir.
Eksozomal membranin i¢ kismi seramid ile zenginlestirilmistir. Sfingomiyelinden tip 2 notr
sfingomiyelinaz ile sentezlenir. Seramid molekiilleri spontan membran invajinasyonuna neden
olarak bazi alanlart kiimelemektedir. Boylece ILV olusumuna katkida bulunmaktadir
(Trajkovic, 2008).
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2.8.3. Niikleik Asitler

Mast hiicreleri tarafindan salgilanan ekzomlardaki niikleik asitlerin kesfinden sonra
(Valadi ve ark, 2007), ¢ok sayida ¢alismaci tarafindan EV’ lerde genetik materyalin varligini
analiz etmistir. miR ve mRNA, eksozomlarda tanimlanan ilk niikleik asit siniflartydi. Daha
sonra, transfer RNA’ lar (tRNA’ lar), IncRNA’ lar ve viral RNA dahil olmak iizere
eksozomlarda diger tiim RNA tiirleri tanimland1 (Kalluri, 2016).

Eksozomlarin viicut sivilarinda koruyucu ve zenginlestirilmis stabil bir miRNA kaynag1
sagladigi, biyolojik molekiillerinin fizyolojik olmayan kosullar altinda (¢oklu dondurma-
¢ozlilme dongiileri, uzun siireli depolama ve asir1 pH) bozulmasini  Onledigi
bulunmustur. Eksosomal olarak tiiretilmis miRNA’nin -20 ° C” de 5 yila kadar stabil kaldig1 ve
donma-¢6ziilme dongiilerine direngli oldugu bildirilmistir. Eksozomlar miRNA’lar1 bozulmaya
kars1t koruyarak serbest miRNA’ lardan daha kararli olmalarimi ve spesifik alict hiicreler
tarafindan etkin bir sekilde entegre olmalarin1 saglar. Bu nedenle, eksozomlarin tasidigr yiik
icinde miRNA’ lar, tiiretildikleri hiicre tipinin kimligi, tedavi direnci de dahil olmak {izere hedef
ve hiicresel durum hakkinda bilgi saglayabilir. Ozellikle kanserde gen ekspresyonunun temel
diizenleyicisi olarak bilinirler ve tiimor olusumu, metastaz ve ¢esitli terapilere karsi direngte
onemli bir rol oynarlar. Dolayisiyla kanser ve diger hastaliklar i¢in potansiyel bir biyobelirteg
olarak kullanilabilirler (Dilsiz, 2020).

2.9. Eksozomlarin izolasyon Yéntemleri

Eksozomlar1 hiicrelerden ve biyolojik sivilardan etkili bir sekilde izole etmek i¢in ¢esitli
yontemler gelistirilmistir. EKsozom izolasyonu igin boyut, sekil, yogunluk veya yiizey
antijenleri gibi belirli bir eksozom 6zelliklerinden yararlanir. Bununla birlikte, kullanilan tiim
yontemlerin en zorlu tarafi, eksozomlari diger hiicre dis1 vezikiillerden, hiicresel kalintilardan
ve etkilesen molekiiler bilesenlerden spesifik olarak saflastirmaktir. Bu nedenle, daha fazla
uygulama yapilmadan once her bir izole edilen eksozom serisinin  kalitesi
incelenmelidir. Eksozom boyutu, boyut dagilimi, morfoloji, miktarin yani sira protein ve RNA
kompozisyonunu 6l¢mek igin ¢esitli teknikler kullanilmaktadir (Antimisiaris ve ark, 2018).

Literatiirde tarif edilen tim eksozom izolasyon yontemlerinde ilk adim, ebeveyn

hiicrelerini serumsuz ortamda kiiltiirlemek ve hiicrelerin ortami kosullandirmasina izin
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vermektir. Kosullandirilmig ortam daha sonra uygulanan spesifik izolasyon yontemine gore

farkl sekillerde toplanir ve iglenir (Kang ve ark, 2017).

2.9.1. Ultrasantrifiij Esash Izolasyon Teknikleri

Santrifiijleme genellikle partikiillii malzemeleri ayirmak ve saflagtirmak ve ayrica niikleik
asitler ve proteinler gibi biyopolimerler dahil olmak ftizere polimerik malzemelerin
hidrodinamik 6zelliklerini analiz etmek i¢in kullanilir. Merkezkag¢ kuvvetine bagli olarak, bir
stispansiyon igindeki pargaciklar fiziksel ozelliklerine, ¢oziiciiniin yogunluguna ve
viskozitesine gore sirayla ayrilabilir. Ultrasantrifiij esasli eksozom izolasyonu altin standart
olarak kabul edilir ve eksozom izolasyonunda en sik kullanilan ve rapor edilen tekniklerden
biridir. Ultrasantrifiijlemenin, eksozom arastirmalarinda kullanicilar tarafindan kullanilan tim
eksozom izolasyon tekniklerinin % 56 sin1 olusturdugu tahmin edilmektedir. (Li ve ark, 2017).
Kullanim kolayhgi, teknik olarak az uzmanlik gereksinimi ve karmasik numune 6n islemi
olmaksizin biiyiik hacimli preparatlarla uyumluluk nedeniyle, eksozomlari hiicre kiiltiir ortama,
serum, idrar, beyin omurilik s1visi1 ve tiikiiriik gibi ¢esitli kaynaklardan izole etmek igin son 30
yilda yaygin olarak ultrasantrifiij kullanilmistir (Batrakova ve Kim, 2015).

Eksozomlarin diferansiyel ultrasantrifiijleme ile izolasyonu genellikle bir numunedeki
diger bilesenlerden yogunluk ve boyut farkliliklarina dayanarak eksozomlari izole etmek igin
farkli merkezkag kuvveti ve siiresine sahip bir dizi santrifiijleme ¢evriminden olusur. (Li ve ark,
2017) . Sekil 12° de gosterildigi gibi, test edilen numunelerin 6zelliklerine gore, 6nce diisiik
hizda santrifiijleme (300 xg) ile biiyiik biyo-partikiilleri ayrilir. Daha sonra siipernatan, biiyiik
dokiintiileri ve bozulmamis organelleri gidermek i¢in 10.000-20.000 xg’ ye tabi tutulur.
Saflastirilmis eksozom izolasyonu igin apoptotik cisimler ve protein agregatlari gibi
kontaminantlar: sirayla gidermek i¢in 100.000 xg” ye kadar santrifiijleme gerceklestirilir (Yang
ve ark, 2020). Son olarak, izole edilmis eksozomlar bir kez daha yeniden siispanse edilir ve
daha fazla analiz i¢in -80 ° C’de saklanir. EKsozomlar1 izole etmenin bu yontemi peletleme

yontemi veya basit ultrasantrifiij yontemi olarak da bilinir (Li ve ark, 2017).
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Sekil 12. Diferansiyel ultrasantrifiij esasli eksozom izolasyonunun sematik gosterimi.
Diferansiyel ultrasantrifiigasyon, 300 xg’den 100.000 xg’ye kadar santrifiij kuvvetleri ile coklu
santrifiijleme dongiileri ile gergeklestirilir. Her santrifiijleme adimindan sonra, siipernatant
daha fazla santrifiij i¢in toplanirken hiicreler, hiicre dokiintiileri ve apoptotik cisimler igeren
peletler ¢ikarilir. Son santrifiijlemeden (100,000 Xxg) sonra, siipernatan uzaklastirilarak
eksozom igeren peletler ve kirletici proteinler toplanir. Santrifiijleme 4 ° C’de gergeklestirilir
(Yang ve ark, 2020).

Diferansiyel ultrasantrifiijlemeyle ilgili bir sorun, eksozomlarin ve diger vezikiillerin,
proteinleri veya protein-RNA agregatlarini tortulastirmasidir. Bir siikroz yogunluk gradyani,
kullanilarak eksozomlardan farkli yogunluklara sahip kontaminantlar uzaklastirilip, teorik
olarak daha saf eksozomlar elde edilebilir. Gradyan santrifiijlemeuzun (~ 62-90 saat) santrifiij
sliresi gerektirir, ancak tek basina ultrasantrifiijlemeden daha saflagtirilmig bir eksozom izolati
saglar (Batrakova ve Kim, 2015).

Izopiknik ultrasantrifiijleme ve hareketli bolge ultrasantrifiijleme olmak {izere iki tip
yogunluk gradyanl ultrasantrifiigasyon vardir. Izopiknik ultrasantrifiijlemede ilk olarak,
numunedeki partikiil yogunlugu araligin1 kapsayan degisen yogunluklarda biyouyumlu ortam
tabakalari, asagidan yukariya dogru yogunlugu azalan bir tiipe yerlestirilir (Sekil 13, A). Daha
sonra, s6z konusu numune yogunluk gradyanli ortamin tizerine eklenir, ardindan uzun bir siire
santrifiijlenir (6rn. 16 saat boyunca 100, 000 xg). Sonunda, eksozomlar, apoptotik cisimler ve
protein agregatlari dahil olmak iizere hiicre disi bilesenler, ayn1 yogunluktaki katmanda
kademeli olarak statik bir konuma (izopiknik konum) ulasir. Bu yontem sayesinde, farkl
yiizdiirme yogunluklaria sahip bilesenler kolaylikla ayrilabilir; protein agregatlari santrifiij
tiipiiniin dibinde birikirken, eksozomlar 1.10 ve 1.18 g ml " arasindaki tabakada kalir (Yang ve
ark, 2020).

Bu yontem etkili bir sekilde protein agregatlar1 gibi yaygin kontaminantlardan

eksozomlar1 ayirmakla birlikte, farkli boyutlardaki benzer yiizdiirme yogunluguna sahip
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mikrovezikiiller ile hiicre disi vezikiilleri ayiramaz. Bu teknik sorunu ¢ozebilmek igin
calismalarda pargaciklart hem boyut hem de yogunluk ile ayiran hareketli bolge yogunluk-
gradyanl santrifiij kullanmistir. Sekil 13, B’ de gosterildigi gibi hareket eden bolge
ultrasantrifiijyonu, numunedeki tiim ¢6ziinenlerden daha diisiik bir yogunluga sahip bir ortama
sahiptir. Coziinen maddelerin yogunlugu gradyan ortamin yogunlugundan daha biiyiik oldugu
igin, santrifiijlemeden sonra, numunedeki tim ¢o6ziinenler sadece yogunluga degil ayni
zamanda kiitle / boyuta dayanarak sirali olarak ayrilacak, boylece vezikiillerin karsilastirilabilir
yogunluklarla izole edilmesine izin verilecektir. Bununla birlikte, izopiknik
ultrasantrifiijlemenin aksine, bu tip ultrasantrifiijleme icindeki ortamin konsantrasyonu tim
ornek bilesenlerinkinden daha diisiik oldugundan, tiim ¢6ziinmeyen partikiiller uzun siireli
santrifiijlemeden sonra tiipiin alt kisminda peletlenebilir. Bu nedenle, santrifiij siiresi dikkatli
bir sekilde optimize edilmelidir. Ek olarak, eksozomlarin peletlenmesini 6nlemek igin, ytiksek

yogunluklu bir tampon genellikle santrifiij tiipiiniin altina yerlestirilir (Yang ve ark, 2020).
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Sekil 13. Gradyan yogunluk ultrasantrifiij esasli eksozom izolasyonunun sematik gdsterimi.
Izopiknik yogunluk gradyanh ultrasantrifiigasyon (A), Hareketli bolge gradyanh
ultrasantrifiijleme (B) (Yang ve ark, 2020).

2.9.2. Ultrafiltrasyon Yontemi

Eksozomlarin boyutlarina gore izolasyonu, ultrafiltrasyon membranlar: kullanilarak elde
edilebilir. Geleneksel filtrasyon yontemlerine benzer sekilde, ultrafiltrasyon, hiicre disi
vezikiilleri klinik &rneklerden veya hiicre kiiltiirii ortamindan izole etmek icin ultra ince
membranlar kullanir. Bu sayede daha kiiciik agregatlarin ve ¢Oziiniir bilesenlerin

eksozomlardan ayrilmasi saglanir. Yaygin olarak kullanilan filtreler, 0.8 um, 0.45 um veya 0.22
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um goézenek boyutlarina sahip olanlardir, burada 800 nm, 450 nm veya 200 nm’ den biiyiik
vezikiiller korunur. Daha biiyiik vezikiil popiilasyonlar: ¢ikarildiktan sonra, spesifik vezikiil
popiilasyonu muhafaza edilir ve zar tarafindan konsantre edilirken, belirtilen boyuttan daha
kiigiik bilesenleri ¢ikarmak i¢in akistan ikinci bir filtrasyon adimi dahil edilebilir (Kang ve ark,
2017).  Ultrafiltrasyon  genellikle diger eksozom izolasyon tekniklerinin  bir
tamamlayicisidir.  Genellikle ultrasantrifiijleme ve ¢oktiirme tekniklerinden sonra bir
temizleme adimi olarak bu yontem kullanilir (Ayala-mar ve ark 2019).

Filtrasyon yoOnteminin iki dezavantaji vardir. Birincisi, ultrafiltrasyonla elde edilen
iirtinde mikrovezikiiller ve apoptotik cisimler de bulunacagi i¢in, sadece eksozomlar izole
edilemez. Ayrica, ortaya ¢ikan ¢ozelti icinde eksozom boyutunu veya molekiiler agirhgr taklit
eden yiiksek miktarda bol miktarda protein de bulunur. Ikincisi, malzemeleri filtrasyon
membran gozeneklerinden gegirmek i¢in, kuvvet (basing veya merkezkag kuvveti) veya altina
vakum uygulanir. Cozeltideki materyaller daha konsantre hale geldikge, ilave kuvvet gereklidir
ve membran gozenekleri filtrelenen malzemeler tarafindan bloke edilebilir. Ultrasantrifiigasyon
yontemi ile karsilastirildiginda, ultrafiltrasyon bazli eksozom izolasyonu 6nemli 6l¢iide islem
stiresini kisaltir ve klasik ultrasantrifiij stratejisine ideal bir alternatif sunarak 6zel ekipman

gerektirmez (Kang ve ark, 2017).

2.9.3. iImmiinoafinite kromatografisi

Immiinoafinite kromatografisi, taneciklere, filtrelere veya diger matrislere kovalent
olarak bagh antikorlarin, hedef partikiil ve hedef olmayan partikiiller izerindeki spesifik yilizey
proteinlerine veya antijenlere baglandig1 bir islemdir. Bagli olmayan kisim atilir ve istenen
bagli kisim, sabit fazin tipik olarak diisik bir pH tamponuyla yikanmasiyla toplanabilir.
Eksozomlarin zarinda bol miktarda protein ve reseptor bulunmasi, bu proteinler (antijenler) ve
antikorlar1 arasindaki immiino-duyarli etkilesimlere ve reseptorlerle ligandlar arasindaki
spesifik etkilesimlere dayanarak eksozomlarin izolasyonu igin oldukga spesifik teknikler
gelistirmek ig¢in mitkemmel bir firsat sunar. Eksozomlarin izolasyonu icin genellikle CDO9,
CD81, CD63, TSG101, Alix gibi EV’ lerin yiizey proteinlerine spesifik antikorlar
kullanilir (Théry ve ark, 2006).

Immiinoafinite, birden fazla izolasyon yontemi kullanan hibrit yaklasimlara dahil
edilmistir. EV” ler, minimum plazma hacminde antikorlarla kaplanmis manyetik boncuklar

kullanilarak izole edilebilir. Manyetik boncuklarin izolasyonu EV’ leri zenginlestirir. Bu,
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EV’lerin ve proteinlerin saptanmasini tek bir cihazda birlestiren ¢oklu bir tekniktir (Kang ve
ark, 2017). Zarovni ve ark (2015) mikron alt1 boyutlu manyetik parcaciklar gelistirmistir. 1 ml
hiicre kiiltiirii siipernatant1 ile antikor kapli manyetik partikiillerin yakalama etkinliginin,
ultrasantrifiijlemeninkine yakin oldugu bulunmustur.

Immiinoafinite prosediirlerinin ana avantaji, izole edilen eksozomlarmn kalitesi ve
safligidir. Antijen-antikor etkilesimleri olduk¢a spesifik oldugundan bu teknik, kirleticiler
olmadan hiicre dist vezikiillerin bir alt popiilasyonunu segici olarak izole etmek i¢in ¢ok

yararlidir (Ayala-mar ve ark 2019).

2.9.4. Jel Filtrasyon Kromatografisi

Molekiiler eleme olarak da bilinen jel filtrasyon kromatografisi farkli boyutlardaki
bilesenlerin, boyutlarina gore ayrildigi bir yontemdir. Bunun i¢in hetero gézenekli jel boncuklar
kullanilir. Bu boncuklar c¢esitli boyutlarda ¢ok sayida gozenek veya tiinelden olusur.
Molekiillerin boyut ve seklindeki farkliliga bagli olarak gézeneklerden gegisi degismektedir.
Kiiciik yarigapa sahip bilesenler, bir labirente benzeyen birgok kii¢iik gozenekten gegerken,
daha biiyiik yarigapa sahip bilesenler, ¢ok fazla gozenege niifuz edemez. Buna bagl olarak, jel
icindeki gozeneklerin boyutlar1 molekiillerin jelden gecis hizin1 belirler. Sekil 14 de
gosterildigi gibi kiiglik molekiiller jel boncuklar igindeki gézenekler tarafindan tutuldugu icin
jele gecis yapamayan biiyilkk molekiiller kolondan daha o6nce ayrilmaktadir. Bu sekilde
eksozomlar, farkli boyutlardaki vezikiillerden ve kontaminantlardan ayrilabilir (Taylor ve
Shah, 2015). Jel filtrasyon kromatografisinin matriksi genellikle agaroz (Sepharose),
dekstran (Sephadex) gibi dogal veya poliakrilamid (Sephacryl, BioGel) gibi sentetik
polimerlerden olusmaktadir. Jeller bu molekiillerin ¢apraz baglanarak ii¢ boyutlu aglar

kurulmasiyla olusur (Yang ve ark, 2020).
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Sekil 14. Jel filtrasyon kromatografisi bazli eksozom izolasyonu prensibi (Yang ve ark, 2020)

2.9.5. Polimer Esash Cokeltme Yontemi

Polimer ¢okeltme, tipik olarak polietilen glikol (PEG) igeren bir ¢ozelti kullanilarak,
viriisleri ve diger makromolekiilleri izole etmek igin 50 yildan fazla bir siiredir
kullanilmaktadir. Mevcut polimer esash eksozom ¢okeltme yonteminde genellikle 6000 ila
20000 Da molekiiler agirliga sahip PEG kullanir. Ilk olarak, hiicre dokiintiisii ve apoptotik
cisimler gibi biiytik kirletici pargaciklari uzaklagtirmak i¢in bir 6n islem gereklidir, ardindan 6n
isleme tabi tutulmus numuneler PEG ¢ozeltisi ile birlestirilir ve gece boyunca 4 ° C’ de inkiibe
edilir. Karisim daha sonra eksozomlar1 igeren bir pelet olusturmak igin diisiik hizda (1500 xg)
santriftijlenir prensibi (D. Yang ve ark, 2020). Cokeltme ¢ozeltisi genellikle agirlikga % 50 PEG
cozeltisidir (% 30 ila % 50 PEG arasinda degisen konsantrasyonlar da kullanilabilir). Bu PEG
cokeltme cozeltisi genellikle bir fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltisi iginde hazirlanir.
Polimerin izolasyondan sonra ¢ikarilmasi i¢in Sephadex G-25 spin kolonlarint kullanima dahil
edilmistir (Taylor ve Shah, 2015).

Polimer bazli eksozom c¢okelmesinin biiylik bir dezavantaji, proteinler ve polimerik
malzemeler gibi ekzozom dis1 diger kirleticilerin birlikte ¢okelmesidir. Bu tiir kirleticilerin
varligi, asagi akis analizini de bozabilir. Shin ve ark, PEG ve dekstran karistirilarak
olusturulan bir ATPS (Sulu iki fazli sistemler) sistemi kullanilarak EV” lerin izole edilmesi igin
bir yontem gelistirmistir (Kirbas ve ark, 2019). ATPS’ ler iki polimerin veya polimerlerin,
cesitli biyomolekiilleri ayirmak ve izole etmek i¢in kullanilan tuz ¢ozeltileri ile karistiriimasiyla
Olusturulur. ATPS, hiicreler, proteinler ve metal iyonlar1 dahil olmak {izere ¢esitli maddeleri
ayirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Sekil 15 ‘de gosterildigi gibi nispeten daha
hidrofobik ¢6zelti olan PEG ve daha hidrofilik ve daha yogun ¢o6zelti olan Dekstran ile
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karistirildiginda, dekstran altfaz PEG iist faz1 olmak iizere iki fazli bir sistem olugur. Buna gore,

eksozom iceren c¢ozeltilere PEG ve dekstran ilave edildikten sonra disik hizli bir

santrifiijlendikten sonra, farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip parcaciklar farkli fazlara

ayrilir. Eksozomlar tercihen dekstran fazinda birikirken, proteinler ve diger makromolekiiler

kompleksler tercihen PEG fazinda birikir. Bu yontem, 15 dakika gibi kisa bir siirede yiiksek

EV geri kazanim verimliligi (~% 70) saglamistir (Shin ve ark, 2015).
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Sekil 15. ATPS eksozom izolasyonunun semasi (Kang ve ark, 2017).

EV’ lerin ATPS tabanl izolasyonu, onceki izolasyon yontemlerine gore belirgin bir

avantaja sahiptir. Yontem teknik olarak kolaydir, 6zel ekipman gerektirmez ve hizli bir sekilde

yiiksek verimlilik ve saflikta EV izole edilebilmektedir. EV’ leri izole etmek igin ATPS

kullanmanin dezavantaji ise, EV’ lerin nihai siispansiyonunda dekstranin varligidir. Dekstran,

daha heterojen bir dagilhima yol agan numunenin viskozitesini arttirir ve jel elektroforez

caligmalarinda calistirildiginda bozulmalara neden olur, monohidrik alkollerde ve ketonlarda

¢cozlinmez, bu da RNA izolasyonu gibi yontemlerde kullanilmasini 6nler (Kirbas ve ark, 2019).
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2.9.6 Mikroakiskan Esash izolasyon Teknikleri

Mikroakiskan cihazlar, mikrolitre ve daha kiigiik hacimlerdeki sivilarin mikro 6lgekteki
kanallar igerisinde kontrol edilmesini ve hareket ettirilmesini saglayan sistemlerdir.
Mikroakiskan teknolojileri, hizh, diisiik maliyetli ve yiiksek hassasiyetleri nedeniyle eksozom
ayirmak i¢in ideal araglardir. Giinlimiizde laboratuvarlarda fonksiyonel bilesenlerin
entegrasyonunu igeren bir ¢ip {izerinde eksozomlarin mikro Olg¢ekteki davraniglart
arastirtlmaktadir (Ayala-mar ve ark 2019).

Eksozomlar1 izole etmek ig¢in immiinoafinite bazli mikroakiskan yaklasim,
immiinoafinite kromatografi teknigine benzer ve benzer prensiplerle ¢alisir. Birgok
calismaci, eksozomlarin ve mikro-taneciklerin izole edilmesinde ¢ip bazli immiinoaf mikro-
akiskan yaklagimlar gelistirmis, bu da eksozom igeriklerinin kantitatif ve yiiksek verimli
analizine izin vermistir (Batrakova ve Kim, 2015). Chen ve ark. serum ve hiicre kiiltiirii
ortamindan eksozom ayrilmasi i¢in ilk immiinoafinite esasli cihazi sunmustur. Ayirma,
eksozomlarin anti-CD63 1gG kapli mikroakiskan kanal yiizeylerine segici baglanmasina
dayanmaktadir. Calismada, kii¢iik hiicre dis1 akciger kanseri hastalarindan 400 pL serum
orneginden eksozomlar izole edilmis ve izole edilen eksozomlardan yaklasik 30 ng RNA
ekstrakte edilmistir (Chen ve ark, 2010).

Boyut esasl eksozom ayirma cihazlari genellikle nanofiltre, nanopor6z membran veya
nanoarray igerir, bunlar genellikle enine kesite yerlestirilir veya mikroakiskan kanalin
substratlari tizerinde tiretilir. EKsozomlar, 6rnek sivilar kanaldan aktiginda bu yapilarda fiziksel
olarak hapsolur. Geleneksel eksozom ayirma yontemleri ile karsilastirildiginda, bu cihazlar
tistlin ayrilmis eksozom boyutu homojenligi elde eder (F. Yang ve ark, 2017). Wang ve ark
(2013) 40-100 nm ¢apinda eksozom benzeri lipit vezikiillerini segici olarak yakalamak i¢in
silikon "mikropiller iizerinde nanotel" yapisini olusturan siliyer mikropillerden olusan bir cihaz
sunmustur. Lipit vezikiillerinin geri kazanimi, mikropillerin PBS i¢inde bir gece boyunca
nanotellerle ¢oziilmesi gergeklestirilmistir. Bununla birlikte, bu cihaz heniiz kan, idrar veya
diger viicut sivilart gibi klinik ornekleri test etmek veya eksozomlardaki protein veya RNA
analizi i¢in kullanilmamistir. Davies ve ark (2012) belirli bir boyutta gézenekli bir zardan hiicre
dis1 vezikiillerin elenmesine dayanan bir yontem gelistirmistir. Bu yaklagimda, hiicre disi
vezikiiller, basing ve elektroforez ile kanin bir zardan elenmesi yoluyla toplanmistir. Uygulanan
elektrik alani, eksozomlarin kontaminantlardan ayrilmasina yardimci olmustur. Boyut esasli ve
immiinoafinite esash ayirma yontemlerinin smirlamalart ve dezavantajlart goz Oniine

alindiginda, birkag grup daha hizli ve daha kolay eksozom ayirimi igin harici kuvvetlerin
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kullanimin1 mikroakiskan tasarimlarla birlestirmek veya entegre etmek i¢in ¢alismistir. Bu
yontemler “dinamik” ayirma yontemleri olarak kategorize edilebilir (F. Yang ve ark, 2017). Bir
calismada Cho ve ark (2016) membran yiizeyindeki EV’ leri yakalamak i¢in 30 nm gézenek
boyutunda bir diyaliz membrani kullanmistir. EV’ lerin ve proteinlerin manipiilasyonu i¢in
gozenekli diyaliz membranindan bir elektrik alan1 uygulanmistir. Bu cihazda, hedef olmayan
nanopargaciklar uzaklastirilmis ve ayn1 zamanda EV’ ler elektriksel kuvvetler tarafindan
membran lizerinde yakalanmistir. Bu yontem, 30 dakika gibi kisa bir siirede % 65° e kadar EV

geri kazanimi ve % 83.6° ya kadar protein uzaklastirmasi sergilemistir.

2.10. Eksozomlarin Fonksiyonlari

Ilk olarak 1967 de Peter Wolfkan pihtilasmasi sirasinda trombosit salgilayan vezikiillerin
varligindan s6z etmistir. 1980 yilinda, Trams ve arkadaksari trofik maddelerin veya besin
maddelerinin hiicreler arasi tasinmasinda EV’ lerin oynadigi énemli rolii ortaya ¢ikarmistir.
1983’ te iki grup, transferrin ve reseptoriiniin geri doniisiimii yoluyla salgi vezikiillerinin
retikiilosit olgunlasmasindaki roliinii tanimlamistir. 1996 da Raposo ve arkadaslar1 antijen
sunumu ve T hiicresi stimiilasyonunda B hiicrelerinden tiiretilen EV’ lerin 6nemini gostermistir.
O zamandan beri birgok calisma, antijen sunan hiicrelerden tiiretilen eksozomlarin, hiicre
yiizeyinde MHC smif I ve II molekiillerini eksprese edebildiklerini, bu da CD8+ ve CD4+T
hiicrelerinin spesifik bagigiklik tepkilerini indiiklemesine yardimci oldugunu gostermistir
(Becker ve ark, 2017).

Eksozomlar membran yiizeylerinde ve limenlerinde bulunan miRNA, mRNA, lipit,
proteinler, ¢esitli kodlayici1 olmayan RNA’lar, mitokondriyal DNA, genomik DNA gibi iglevsel
molekiilleri bir hiicreden digerine aktararak hiicre-hiicre iletisimi yoluyla normal fizyolojik
fonksiyonlara aracilik ederler. Ek olarak, spesifik mMRNA’ larin ve miR” lerin verilmesi yoluyla
alic1 hiicrelerin gen ekspresyonunu diizenleyebilirler (Kibria ve ark, 2019). Genel olarak,
eksozomlarin fonksiyonlari, viicutta hedefe 06zgii bir sekilde hiicre-hiicre iletisimini
saglamaktir. Su anda, eksozomlarin eritrositlerin olgunlasmasi, gereksiz proteinlerin ve RNA’
nin ortadan kaldirilmasi, bagisiklik yanitlarinda antijen sunumu, pihtilagma, inflamasyon ve
anjiyogenez gibi birgok biyolojik siirece dahil oldugu bilinmektedir (Ha ve ark, 2016).

Normal biyolojik siireci icermenin yani sira, eksozomlarin bir¢ok yaygin hastalik ile
iligkili oldugu bulunmustur. Merkezi sinir sistemi (CNS) hastaliklarinda, ¢alismalar CNS

hiicreleri tarafindan salinan eksozomlarin kan beyin bariyerinden (BBB) gecebilecegini ve
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ndrodejenerasyon, travma ve inme gelisimi {izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu
gostermistir (Zhang ve ark, 2019). CNS hastaliklarindan biri olan Alzheimer hastaliginda,
eksozomlarin B-amiloid peptit ve a-siniiklein gibi ¢esitli patojenik proteinleri tagiyabildigi ve
salgilayabildigi kanitlanmistir (Kanninen ve ark, 2016). Parkinson hastaligi gibi nérodejeneratif
hastaliklarda, eksozomlarin yanhs katlanmig proteinlerin sagliksiz néronlardan yakindaki
hiicrelere tasinmasindan sorumlu oldugu ve boylece hastaligin hiicreden hiicreye yayilmasindan
sorumlu oldugu bulunmustur (Ghidoni ve ark, 2008).

Eksozomlar yoluyla cesitli farkli kardiyak hiicre tipleri arasindaki etkilesimler
miyokardiyal fonksiyonu etkileyebilir. Bang ve meslektaslar1 kardiyak fibroblastlarin miR-
21’in eksozomal transferi yoluyla kardiyomiyositlerin hipertrofik cevabini destekledigini ve
miR-21’in kardiyak fibroblast sekretomunun diizenlenmesinde ve hipertrofik cevabin

belirlenmesinde kritik bir rol oynadigini1 kanitlamistir (Bang ve ark, 2014).

2.11. Eksozomlar ve Kanser

Eksozomlarin kanserin evrimindeki rolleri yillar igcinde genislemistir. Birgok arastirmaci,
kanser eksozomlarinda bulunan onkojenik sinyal molekiillerinin  kismen kanserin
patogenezinden ve gelisiminden sorumlu oldugunu bildirmistir. Kanser hiicreleri ayrica tedavi
direncine aracilik eden eksozomlari salar ve bu da kanser hiicresinin hayatta kalmasini ve alict
hiicrelerde gen ekspresyonunu diizenleyerek DNA onarimini arttirir (Dilsiz, 2020).

Eksozom salgis1 kanserde artar. Kanserli hastalarin plazma ve diger viicut sivilarindaki
eksozom seviyeleri siklikla yiikselir. Kanser hiicreleri normal saglikli hiicrelere kiyasla yaklagik
on kat daha fazla eksozom iiretebilir (Mulcahy ve ark, 2014). Tek bir eksozomun yaklasik 500
kopyaya miRNA tasiyabilecegi tahmin edilmistir. Normal insan kanindaki eksozom
miktarmin, kanser hastalarinda yaklasik 10 ° eksozom/ml oldugu bildirilmistir (Dilsiz, 2020).

Eksozomlara timor ve normal hiicreler arasinda onkogen tasidiklarindan dolay:
onkomomlar adi verilmistir. Eksozomlarin tiimérden lokal veya uzak viicut bolgelerine yatay
bilgi transferi, timdr biiylimesini ve metastazini kolaylastirir. Bu islem genellikle, liimen icine
paketlenmis miRNA gibi kiigiik kodlayict olmayan RNA’larin transferi yoluyla gergeklesir
(Koh ve ark, 2020).

Bir¢ok ¢alisma, eksozomal miRNA’ larin, giigli biyolojik stabilite, dokuya ozgii
ekspresyon ve tiim biyolojik sivilara salgilanmasi ile birlikte bir¢ok hiicresel siiregte 6nemli

dogal rolleri nedeniyle insan kanseri ig¢in ¢ok umut verici yeni bir terapotik strateji
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olusturdugunu gostermistir. Bu bulgular g6z oniine alindiginda, ekzo-miRNA’ lar normal
hiicrelerin malign hiicrelere doniisiimii sirasinda 6nemli bir fonksiyon oynayabilir. Calismalar,
dolasimdaki ekzo-miRNA’lar1 kanserler igin terapétik izlemede potansiyel tan1 ve prognostik
biyobelirtegler olarak tanimlamustir. (Dilsiz, 2020). Alict hiicrelere verilen miRNA’lar,
hiicrenin igerigine bagh olarak ya translasyonu baskilayarak ya da birden fazla mRNA’nin
bozulmasina neden olarak gen ekspresyonunu diizenler. miRNA’ nin tiimérden alici hiicrelere
yatay olarak aktarilmasi transkriptomlarinin yeniden programlanmasiyla sonuglanir ve tiimér
ilerlemesi ve metastazi etkileyen fonksiyonel degisiklikleri indiikler (Whiteside, 2016).

mMIRNA’ lar, 6zellikle kanserde gen ekspresyonunun temel diizenleyicisi olarak bilinir ve
timor olusumu, tiimor biiylimesi, anjiyogenez, metastaz, ve gesitli terapilere karsi direngte
onemli bir rol oynar. Hem olgun miRNA hem de pre-miRNA transkriptleri, DICER, TRBP ve
AGO2 gibi miRNA biyogenezi bilesenlerinin eksozomlarda bulunmasi, kanser hiicrelerinden
tiretilen eksozomal mIRNA’ larin, timoér olusumuna katkida bulunabilecegini
gostermektedir. Melo ve arkadaslari, meme kanseri hiicrelerinden ve meme kanseri olan
hastalarin serumlarindan tiiretilen eksozomlarin timor olusturmak igin tiimorejenik olmayan
epitel hiicrelerini kiskirttigin1 géstermistir (Melo ve ark, 2015).

Kanser hiicrelerinden izole edilen eksozomlar, farelerde tiimor biiyimesini, muhtemelen
timordjenik miRNA” larin verilmesiyle 6nemli 6lgiide tesvik eder. Benzer sekilde, yiiksek
seviyelerde prostaglandin PGE2 ve TGF-f igeren eksozomlar, immiin hiicrelerinin timdrden
kagisini ve tiimor biiyiimesini destekler (Kibria ve ark, 2019).

Eksozomlarin metastazlarda anjiyogenez ve timor hiicresi gogiinii tesvik ederek timor
ilerlemesine katkida bulunduguna dair kanitlar vardir. Ornegin, kolorektal kanserden tiiretilen
eksozomlar, endotelyal proliferasyonu artiran ve bdylece tiimor anjiyogenezini indiikleyen
MRNA’ lar igerir. miRNA-9, sitokin sinyalinin 5 baskilanmasinin ekspresyonunu inhibe ederek
endotelyal hiicrelerin goglinii tesvik etmis ve damar olusumunu destekleyen etkiler
gostermistir. Ek olarak, miRNA-210’ un endotelyal hiicrelerde spesifik genlerin ekspresyonunu
baskiladig1 ve pro-anjiyojenik aktivitenin artmasina neden oldugu gozlemlenmistir. Ayrica,
glioblastomdan tiiretilen eksozomlarda bulunan proteinler, mRNA ve sfingomiyelin, timor
anjiyogenezini, timdr invazivligini ve damar liimeni olusumunu desteklemektedir (Guo ve ark,
2017).

Timorden salgilanan eksozomlar ayrica T lenfositlerini ve dogal oldiiriicti hiicreleri
inaktive edebilen veya diizenleyici T lenfositlerin ve miyeloid hiicrelerin bagisiklik tepkilerini
bastirmak i¢in farklilasmasini tesvik edebilen immiinosiipresif molekiilleri tagir (Raposo ve

Stoorvogel, 2013).
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2.12. fla¢ Tasiyic1 Sistemler Olarak Eksozomlar

Son yirmi yilda ¢esitli nano bazli ilag dagitim sistemleri (DDS) kesfedilmistir ve su anda
ilag hedefleme uygulamalar1 i¢in bu sistemler Kullanilmaktadir. Tiim nano bazli DDS’ ler
arasinda, klinik olarak ilk onay alan lipozomlardir (Antimisiaris ve ark, 2018). Lipozomlar,
sulu bir ortamda g¢esitli boyut ve sekillerde kendi kendine bir araya gelen fosfolipid membranl
sentetik vezikiillerdir. Ilaglarin yiiksek yiiklerini barmdirabilen, toksik olmayan ve biyouyumlu
yapilarina ek olarak, ilaglarin bozulmasini engellemek ve hiicrelere ilag endositozunu artirmak
icin birden fazla ilag yiikleme yetenegine sahiptirler. Lipozom destekli ilag dagitiminin birgok
biyomedikal alan iizerinde biiyliik bir etkisi olmustur. Birkag lipozomal formiilasyonun
terapotik bilesikleri stabilize ettigi, hiicresel / doku alim engellerinin listesinden geldigi ve biyo-
dagilimin gelistirildigi kanitlanmig, boylece kapsiillenmis ilaglarin hedef bolgelere etkili bir
sekilde verilmesi ve sistemik toksisitelerinin en aza indirilmesi saglanmistir (Deshpande ve ark,
2013).

En c¢ok tercih edilen ilag verme sistemleri lipozomlar ve polimerik
nanoparg¢aciklardir. Polimerik nanopargaciklar, ilag molekiillerinin tuzaga diisiirilmesine,
kapsiillenmesine ya da baglanmasina yardimci olan ilag dagitim sistemleridir. Bu uygulama
sistemlerinin her ikisi de, anti-kanser ilaglari, anti-fungal ilaglar ve analjezikler dahil olmak
tizere farkh tipte ilag molekiilleri vermek igin kullanilmistir. ideal bir lipozomun uzun bir
dolagim kabiliyeti, stabilite ve toksisite olmadan konakg¢i bagisiklik sisteminden kaginma
yetenegi hala anlasilamamistir. Ote yandan, polimerik nanopargaciklar lipozomal sistemlerden
daha iyi stabiliteye sahip olabilirler, ancak biyouyumluluklar1 ve uzun vadeli potansiyel
giivenligi endise kaynagidir. Bu durumlarda, uzun bir dolasim yarilanma omri, dokulart
hedefleme i¢in i¢sel yetenek, biyouyumluluk ve minimum toksisite sorunu gibi ideal bir ilag
dagitim sisteminin arzu edilen 6zelliklerinin ¢oguna sahip eksozomlar, lipozomal veya
polimerik ilag tasiyici sistemlerine gore iistiin bir segenek gibi goriinmektedir (Ha ve ark, 2016).

Eksozomlar sadece tipta gelecekteki biyobelirtegleri degil, ayni zamanda kanser
tedavisinde diger ilag verme araglarmma gore diisiik immiinojenlik ve toksisiteye sahip,
hedeflenmis antikanser ilaglarin verilmesi igin tagima araglar1 olarak ¢ok degerli ve etkili bir
‘nanovektor’ olarak da temsil edilebilir. Kiigiik, toksik olmayan, immiinojenik olmayan ve zar
kompozisyonu viicuttaki hiicrelere benzer oldugu i¢in insana 6zgii oldugundan hedef hiicrelere
ilag verme araci olarak kullanilabilir (Bu ve ark, 2018).

Eksozomlar ideal bir ilag dagitim aracinin bircok &zelligine sahiptir. ilk olarak,

eksozomlarda lipit, protein ve genetik materyallerin varligi bu biyolojik materyallerin
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eksozomlara yiiklenebilecegini ima eder. Kimyasal ilaglar, proteinler, RNA’lar, DNA’lar ve
lipitler, toksisiteyi sinirlandirirken biyoyararlanimlarint arttirabilen farkli yontemlerle

eksozomlara yiiklenebilir. Lipitte ¢oziinen ilaglar, immiinojenik veya toksik ilaglarin hedef
hiicrelere taginimu igin idealdirler (Sekil 16) (Lim ve Kim, 2019).

Chemical drugs

o0, Plasmid/vector

...ooo..

'@

3

®, .'
®Ss000000®

exosomes

Sekil 16. Terapotik molekiillerin eksozomlara yiiklenmesi. Eksozomlara RNA’lar, cesitli
kimyasal ilaglar, plazmid/vektorler ve proteinler yiiklenebilir (Lim ve Kim, 2019).

Eksozomlarin, terapétik ilag verme aract olarak kullanilmasi amaciyla yapilan kapsaml
arastirmalardan bazilar1 Tablo 3’ de yer almaktadir.
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Tablo 3. Eksozomlarin ilag dagitim araci olarak kullanildigi bazi ¢alismalarin 6zeti

Calisma Referans
Kurkumin iletiminin iyilestirilmesi i¢in eksozom kullanilmasi Sun ve ark, 2010
T hiicrelerine siRNA iletimi i¢in eksozomlarin kullanilmasi Wahlgren, 2012
siRNA’nin HelLa ve Fibrosarkom hiicre hattina (HT1080) Shtam ve ark, 2013
eksozomlar ile taginim
Antitimor miRNA’ nin meme Kkanseri hiicrelerine eksozom Ohno ve ark, 2013
araciligiyla iletimi
Doksorubisinin  tiimér dokusuna iletiminde eksozomlarin Tian ve ark, 2014
kullanilmasi
Kan beyin bariyerine eksozom aracihigiyla paklitaksel ve Yang ve ark, 2015
doksorubisin iletimi
Parkinson tedavisi igin BBB boyunca eksozomlarla katalaz Haney ve ark, 2015
verilmesi
Kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag direncinine karsi eksozom ile Kim ve ark, 2016

kapsiillenmis paklitakselin gelisimi

Dendritik  hiicreden  tiiretilen  eksozomlarin  karaciger Lu ve ark, 2017
kanserindeki etkileri

Parkinson hastaliginda dopamin yiikli eksozomlarin Qu ve ark, 2018

terapotik etkinliginin arastirilmasi

2.13. Klinik Uygulamalarda Eksozomlar

Klinik ortamlarda, eksozomal bazli ilag verme sistemlerini tanitmak igin gesitli
yaklasimlar uygulanabilir. ilk olarak, aferez ile periferik kandan toplanan lokositler

cogaltilabilir ve kiiltiirlenebilir, gerekirse spesifik hiicre tiplerine gore ayirt edilebilir ve daha

41



sonra eksozomal tasiyicilar terapotik bir madde ile yiiklenebilir ve hastaya tekrar uygulanabilir
(Batrakova ve Kim, 2015).

Eksozomlar bir¢ok klinik ¢alismada kullanilmak iizere onaylanmistir ve insanlarda
eksozom temelli terapilerle ilgili deneyimler hizla genislemektedir (Mignot, 2006). ileri
metastatik melanomlu 15 hastanin monosit kiiltiirlerinden eksozomlar saflastirilmistir. Daha
sonra eksozomlara ex vitro melanom antijeni yiiklenmis ve terapotik asilama yoluyla anti-
melanom bagisikligini arttirmak amaciyla hastalara tekrar verilmistir. Hastalarin 21 aya kadar
otolog ekzomomlari iyi tolere edildigi bildirilmistir. ilk eksozom Faz I denemesi, biiyiik 6l¢ekli
eksozom iretiminin fizibilitesini ve eksozom uygulamasinin giivenligini vurgulamigtir
(Escudier ve ark, 2005). Benzer bir ¢alismada, ileri evre kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
hastalarina 4 hafta boyunca haftada bir otolog eksozom enjekte edildi ve benzer diisiik seviyeli
bagisiklik tepkileri gozlendi (Morse ve ark, 2005). Bir baska ¢alismada, kolorektal kanserin
immiinoterapisinde graniilosit-makrofaj koloni uyarma faktorii (GM-CSF) ile birlikte asit tiirevi
eksozomlar kullanilmistir. Ilerlemis kolerektal kanserli toplam 40 hasta bu klinik ¢aligmaya
dahil edilmis ve 100 ila 500 pg ekzomal formiilasyonlar kullanilmistir. Eksozom bazli
tedavilerin, antijene 6zgii T lenfosit yanitinin indiikklenmesinde giivenli, uygulanabilir ve etkili
oldugu bildirilmistir (Dai ve ark, 2008).

Yapilan bir klinik ¢alismada mezenkimal kok hiicrelerden izole edilen eksozomlara MiR-
12 yiiklemesi yapilmis ve iskemik inme geciren hastalara uygulanarak 12 ay boyunca hastalarin
iyilesme siireleri izlenmistir. Devam eden bu klinik ¢alismada (NCT03384433) doublecortin ve
von Willebrand faktoriin sinir sistemi hiicrelerinin sayisini 6nemli 6lglide artiracagi
diistiniilmektedir.

Farkl1 bir ¢alismada dis hastaliklar1 arasinda siklikla rastlanan periodontitise kars1 adipoz
dokudan izole edilen kok hiicrelerden salinan eksozomlarin tedavi edici etkinlikleri
arastirilmaktadir. Bu klinik ¢alisma (NCT04270006) faz1 asamasinda olup diseti iltihabi, cep
derinligi, kemik diizeylerindeki degisiklikler hastalarda eksozom uygulamasi ile izlenmektedir.

Koronaviriis pnomonisi olan siddetli hastalarin tedavisinde allojenik adipoz mezenkimal
kok hiicrelerden tiiretilen ekzozomlarin aerosol inhalasyon yolu ile hastalara uygulanmaktadir.
Devam eden pilot klinik calismada (NCT04276987) adipoz mezenkimal kok hiicrelerden
(MSC-Exo) tiiretilen eksozomlarin aerosol solunmasmin giivenligini ve etkinligini
arastirmaktir.

Son olarak, tzimlerden elde edilen eksozomlar, James Graham Brown Kanser

Merkezi’nde (NCT01294072 ) baslatilan faz | klinik arasrirmalarda kanser tedavisi igin
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kullanilmigtir. Bu calismada, bitki kaynakli eksozomlara diisitk molekiiler agirlikli bir anti-
enflamatuar ajan olan kurkumin yiiklenmis ve kolorektal kanserli hastalara oral yoldan

uygulanmistir. Calismanin tahmini olarak Aralik 2022’ de bitmesi planlanmaktadir.
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3.1. Kullamilan Malzemeler

3. GEREC ve YONTEM

Kullamilan Malzeme Marka
Hel a hiicre hatt1 ATCC-CCL-2
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma
Dimetil siilfoksit (DMSO) Sigma
Fetal Bovin Serum (FBS) Gibco
%25 Trypsin-EDTA (1X) Gibco
Penicilin-Streptomycin (10.000 units) Sigma
Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (DPBS) Sigma
Kemiliiminesans Reaktif Santa Cruz
3.2. Kullanilan Cihazlar
Cihaz Marka
Laminar Kabin HERA safe
CO; Inkiibator Niive EC 160
Microplate Spektrofotometre BioTek Epoch
SDS-PAGE BioRad (Tetra Cell)
Western Blot BioRad (Transblot Turbo)
Mikroskop Olympus BX51
Santrifiij Hettich / Ependorf

Elektroporator

Ultrasantrifiij

SEM (Taramal1 Elektron Mikroskobu)

Zeta-sizer Nano ZS
Real Time PCR

BioRad Gene-Pulser Xcell

Beckman Coulter

Malvern

FEI Quanta 250 FEG

Thermo Fisher Scientific -US

Kemiliiminesans ve Floresan Goriintiilleme Syngene

Sistemi
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3.3. Hiicre Kiiltiirii

Calismalarda insan serviks kanser hiicre hatt1 olan HelLa hiicre hatt1 kullanildi. HeLa
hiicreleri Aydin Adnan Menderes Universitesi Bilim ve Teknoloji Merkezi (BILTEM)
laboratuvarinda -196 °C s1v1 azotta saklanan, Prof. Dr. Ozge CEVIK e ait hiicre stoklarindan
elde edildi.

3.3.1. Hiicrelerin Biiyiitiiliip Cogaltilmasi

HeL a hiicreleri 90 mm’ lik steril hiicre kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicreler, DMEM + % 10
FBS + penisilin (100 U/ml) + streptomisin (100 ug/ml) iginde, 37 °C’ de, % 95 nem ve % 5
CO: iceren ortamda inkiibasyona birakilip ¢ogaltildi (Resim 1).

Resim 1. HeLa hiicrelerinin mikropkop goriintiisii (10x)

3.3.2. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Hiicreler biiyiitiiliip, % 80 - 90 oraninda ¢ogaltildiginda pasajlama islemi uygulandi.
Oncelikle besiyeri cekilerek 2 kez DPBS ile yikand1. Hiicreleri kaldirmak icin Tripsin-EDTA
cozeltisi eklenmis ve % 5 COz igeren etiivde 1 dk bekletildikten sonra, Tripsin-EDTA’ nin
aktivitesini durdurmak i¢in FBS igeren medium konuldu. Kalkan hiicreler falkona toplanip

1200 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz atilip, c6ken pellet medyumda siispanse edilerek,
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yapilacak islemlere gore hiicre kiiltiir plaklarina ekim yapildi.
Calisma siiresince belirli araliklarda hiicreler stoga alinmak tizere donduruldu. Hiicreleri
pasajlamak i¢in yapilan tim islemler tekrarlandiktan sonra hiicreler dondurma besiyeri

icerisinde -80 °C’ de saklandi.

3.3.4. Hiicre Sayim

Hiicre plaklarina ekim yapilmadan 6nce, her bir kuyucuga belli sayida hiicre ekebilmek
icin hiicreyi pasajlandiktan sonra Tripan Mavisi ile boyanmig Thoma Laminda (Iso Lab) hiicre
sayimi yapildi. Thoma lami1 ydnteminin esasi; mikroskop altinda 0,1 mm3 hacimde sayim
yapilarak hesaplama yardimiyla numunenin bir ml” sinde bulunan hiicre sayisin1 belirlemektir.

Sayim i¢in; 10 pL hiicre siispansiyonu, 15 pl PBS ve 25 pl Tripan Mavisi karistirilip
oda sicakliginda 5 dakika inkiibasyona birakildi. 5 dakika sonunda Thoma Lamima 10 pl
yiikleme yapildi ve 151k mikroskobunda sayim gerceklestirildi. Olii hiicreler tripan mavisi ile
boyanirken, canli hiicrelerde boyanma goézlemlenmedi. Yalnizca boyanmamis olan canl
hiicreler sayildi. Thoma Lamindaki 16 kareli olan 4 bolgede ayri ayri sayim yapildi ve bu 4
bolgenin ortalamasi alindi. Seyreltme faktorii dikkate alinarak ml basina diisen hiicre sayisi

hesaplandi ve boylece her bir kuyucuga ekilecek olan hiicre miktar belirlendi (Resim 2).

Resim 2. Thoma laminda sayim igin hiicrelerin hazirlanmasi

3.4. Eksozomlarm Izelasyonu

HeLa hiicrelerinden eksozom izolasyonu i¢in hiicreler 90 mm hiicre kiiltiir kaplarina

ekildi. Hiicreler hiicre kiiltiir kabinin tabanina yapistiktan ve % 80 kabin tabanini kapladiktan
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sonra mevcut besiyeri alinarak yerine FBS icermeyen besiyeri eklendi. Hiicre kiiltiirii igin

kullanilan FBS yiiksek oranda eksozom igerdiginden ¢apraz kontaminasyonu engellemek ve

Kirliligi elimine edebilmek igin hiicreler serumsuz besiyerinde 48 saat bekletildi. Serumsuz

besiyerinde 48 saat bekletildikten sonra, hiicrelerin yogunluklari ve canhiliklari mikroskop

altinda incelendi. Daha sonra medyumlar toplanip ve Beckman Coulter ultrasantrifiij cihazinda

90.000 rpm’ de 8 saat santrifiij edildi (Resim 3). Siipernatant uzaklastirildi ve pellet siispanse

edildi. % 100 saflikta eksozom elde edebilmek amaciyla Cell guiance systems Exo-spin™ (Cat
EX03-50) eksozom saflastirma kiti kullanilda.

1.
2.

100 ul 6rnek bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve 300 xg' de 10 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant yeni bir mikrosantrifiij tiipiine aktarildi ve kalan hiicre kahintilarin
gidermek i¢in 16.000 xg' de 30 dakika santrifiij edildi.

Kolon kullanmadan 6nce 15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Exo-spin ™ kolonu atik
toplama tiipiine yerlestirildi. Kolon iizerindeki koruyucu tampon aspire edilerelerek
atildr.

Kolon iizerine 250 pl PBS eklendi ve 50 xg' de 10 saniye boyunca santrifiijlendi. Islem
toplamda 2 kez tekrarland.

Eksozom igeren siipernatant ve kolon yeni bir atik tiipiine yerlestirildi.

60 saniye boyunca 50 xg' de santrifiijlendi. Altta kalan siv1 atildu.

Kolon 1,5 ml' lik mikrosantrifiij toplama tiipiine yerlestirildi. Kolonun iistiine 200 pl
PBS eklendi.

Saflastirilmig eksozomlari eliie etmek i¢in 50 xg' de 60 saniye santrifiijlendi.

Resim 3. Ultrasantrifiij cihaz1 ve santrifiij tiipleri
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3.5. Eksozomlara Docetaxel (Doc) Yiiklenmesi

Izole edilen eksozomlara Docetaxel yiiklenebilmesi igin elektroporasyon teknigi
kullanildi. Bu teknik, iletken bir ¢6zelti i¢inde stispanse edilen eksozomlara bir elektrik alani
uygulayarak eksozom zarinda kiigiik gézenekler olusturur. Elektrik akimi, eksozomlarin
fosfolipid ¢ift tabakasini bozar, boylece gecici gdzeneklerin olusmasina neden olur. flaglar daha
sonra gozenekler yoluyla eksozomlarin i¢ kismina yayilabilir. (Luan ve ark, 2017).

Saflagtirllmis eksozom ve Doc farkli oranlarda karistirildiktan elektroporasyon
kiivetlerinde 160 V ve 500 uF’ de bekletildi ve cihaz optimizasyon kosullarinda ilag yiikklemesi
yapildi (Resim 4).

Resim 4. Elektroporator cihazi ve kiiveti

Daha sonra 90.000 rpm’ de santrifiij edilerek, Docetaxel yiiklii eksozomlarin (exo-doc)

ayirt edilmesi saglandi. ilag ve eksozom ayirimi yapilarak Exo-Doc elde edildi (Resim 5).

Resim 5. Docetaxel yiiklii eksozomlarin santrifiij sonucu goriintiisii
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3.6. Eksozomlarin Boyut ve Karekterizasyonlariin Belirlenmesi
3.6.1.Eksozomlarin Taramalh Elektron Mikroskobunda (SEM) Goriintiilemesi
Eksozomlar, izmir Ileri Teknoloji Enstitiisiinden hizmet alimi yapilarak Taramah

Elektron Mikroskobu ile gorintiilendi. Altin kaplama yapilarak, morfolojik degerlendirilmeleri
icin SEM (FEI Quanta 250 FEG) ile taramalar yapildi (Resim 6).

Resim 6. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) cihazi

3.6.2. Eksozomlarin Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Olciimleri

Eksozomlarin partikiil biyiiklikleri ve zeta potansiyellerinin 6lgilmesinde Malvern
NanoZS cihazi kullanildi (Resim 7). PBS ile seyreltilerek hazirlanan eksozomlar ve docetaxel
yiiklii eksozomlar &lgiim kiivetlerine vyerlestirildi. Olgiim kiivetlerinde cihazdaki gerekli
ayarlamalar yapildiktan sonra, partikiil biiyiikligii ve zeta potansiyel clgtimleri (PS: Particle
size, PDI: Polydispersity Index, ZP: Zeta Potential) yapildi. PS olarak hidrodinamik c¢ap
(hydrodynamic diameter) kullanildi. Her bir 6lgtim ti¢ defa tekrarlandi.
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Resim 7. Partikiil biiyiikligii ve zeta potansiyel dl¢timlerinin yapildigi Zetasizer cihazi

3.6.3 Docetaxelin Eksozomlara Yiikleme Etkinliginin Belirlenmesi

Docetaxelin eksozomlara enkapsiile edilmesinin etkinligini ve etkin madde yiikleme
kapasitelerini belirlemek i¢in elde edilen formiilasyonda eksozomlarin protein tayini yapilarak
icerisindeki miktar hesaplandi. Docetaxelin UV’ de spektrum alindig1 zaman en uygun 6l¢iim
yapilabilecek absorbans 230 nm olarak belirlendi. Bu yiizden Docetaxel yiikkleme miktarinin
hesaplanmasinda UV spektrofotometrede 230 nm’ de &lgiilen absorbanslar kullanildi ve

asagidaki formiillere gore enkapsiilasyon etkinligi ve madde yiikleme kapasitesi hesaplandi.

% Enkapsiil tkinlisi — Eksozomlardaki Docetaxel miktari 100
o BnRapsiiasyon etkintigl = Baslangicta kullanilan Docetaxel miktarlX

Eksozomlardaki Docetaxel miktari

% Etkin madde ytikleme kapasitesi = Eksozomlarn miktar (1) x 100

3.7 Hiicrelere Eksozom Uygulanmasi

Docetaxel yiiklii eksozomlarin, serviks kanser hiicresi olan HeLa hiicrelerini hedefleme
potansiyelleri invert mikroskopta goriintiilenerek arastirildi. Mikroskopik goriintiileme igin,
HeLa hiicreleri 200.000 hiicre/ml yogunlugunda 24 kuyulu plakalarda 37 °C’de % 5 COz

iceren ortamda 24 saat boyunca inkiibe edildi. Ilag yiiklii eksozom ve ilag yiiksiiz bos eksozom
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orneklerinden ortama ilave edildi. 24 ve 48 saat sonra mikroskopta hiicre morfolojileri kontrol

edildi ve hiicre sayimi1 yapildi.

3.8. BCA Protein Tayini

Eksozomlardaki protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in Bicinchoninicasit (BCA)
protein tayin Kiti (Smart BCA Protein Assay Kit by Intron, cat no: 21071) kullanildi. iki BCA
molekiiliiniin bir Cu*! iyonu ile selasyonuyla mor renkli iiriin olusur. (20-2,000 ug / ml) BCA
ile renk olusumundan proteinin makromolekiiler yapisi, peptit baglarinin sayis1 ve dort belirli
amino asidin  (sistein, sistin, triptofan ve tirozin) varhgmnin sorumlu oldugu
bildirilmistir. Protein konsantrasyonlari hesapanirken genellikle sigir serum albiimini (BSA)
gibi yaygin bir proteinin standartlari referans alinmaktadir. Proteinden bilinen konsantrasyonda
bir dizi seyreltme hazirlanir ve bilinmeyen Ornekteki absorbans miktari, Standart ile
karsilastirilarak 6rnekteki toplam protein miktar1 hesaplanmaktadir.

Hiicre lizis soliisyonu ile toplanan 6rnekler BCA protein tayin kitine uygun sekilde 96
kuyucuklu elisa plakasina 2 tekrarli olacak sekilde yiiklendi. Uzerine hazirlanan BCA
soliisyonu eklenerek 37 °C’ de 30 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakildi (Resim 8).
Siire sonunda 562 nm’ de Olgiim alindi ve alman absorbans degerleri Microsoft Excel
programina aktarilarak toplam protein miktarlar1 hesaplandi.

Hazirlanan ¢ozeltiler:

¢ BCA soliisyonu: Reaktif A ve Reaktif B, 1:50 oraninda hazirlandi.

e BCA standart soliisyonu: 2 mg / ml stok soliisyon, PBS ile 2000 ug / ml, 1500 ug/ ml,
1000 pg / ml, 500 pg / ml, 250 pg / ml, 125 pg /ml ve 25 pg / ml olacak sekilde seri
dilissyon hazirlandi.

e Eksozom igeren 6rnekler 1:50, 1:100 ve 1:1000 olacak sekilde PBS ile seyreltildi.

¢ 96 kuyucuklu elisa plakasina 25 ul 6rnek veya 25 pl standartlar yiiklendikten sonra
tizerlerine 200 pl BSA soliisyonu eklendi.

e 37 %C’ de 30 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda microplaka okuyuculu spektrofotometrede 562 nm’ de &lgiim

alind.
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Resim 8. BCA yontemi ile protein konsantrasyonunun belirlenmesi

3.9. MTT Deneyi ile Hiicre Canliliginin Saptanmasi

MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) igerisinde fenol
kirmizisi bulunmayan hiicre kiiltiir ortami veya tuz soliisyonunda hazirlandiginda sarimtirak bir
¢ozelti olusturan, suda ¢oziinen bir tetrazolyum tuzudur. Coziinmiis haldeki MTT aktif
hiicrelerin mitokondrial dehidrogenaz enzimleri tarafindan ¢6ziinmez 6zellikteki mor formazan
kristallerine dontstiiriiliir (Slater ve ark, 1963). Hiicre metabolik faaliyet gésteriyorsa daha
fazla mitokondriyal enzime sahip olacagindan daha fazla tetrozilin tuzunu indirgemesi beklenir.
Formazon olusumunun fazla oldugu kuyularda daha koyu mor renk gézlenirken, daha az oldugu
kuyularda agik mor rengi gézlenir. Suda ¢6ziinmeyen bu formazan kristalleri izopropanol,
DMSO gibi ¢oziiciiler kullanilarak ¢oziinlir ve ¢oziinen materyal spektrofotometrik yolla
olgtliir (Turut ve ark, 2020).

Docetaxel ve docetaxel yiikli eksozomlarin, HeLa kanser hiicreleri ve NIH-3T3 firoblast
hiicreleri tizerinde gosterdikleri sitotoksisite, MTT yontemi kullanilarak belirlendi. Hiicreler 96
kuyucuklu plak i¢ine, her kuyucukta 10.000 hiicre olacak sekilde 100 pl biiyiime medyumu
olan DMEM ig¢ine ekildi. Hiicreler, 24 saat, 37 °C’de ve % 5 CO2 igeren ortamda ¢ogaltildu.
Sitotoksisite ¢alismalari i¢in hiicreler 0-1000 nM docetaxel, 0-10 pug/ml eksozom igerecek
sekilde farkli konsantrasyonlariyla 24 saat boyunca inkiibe edildi. Her konsantrasyondan 5
tekrar ¢aligildi. 24 saat sonunda, 5 mg/ml olacak sekilde PBS igerisinde ¢6ziilerek hazirlanan
MTT g¢ozeltisinden her bir kuyucuga 10 pl ilave edildi ve hiicreler 37 °C’de % 5 CO2 igeren
ortamda inkiibasyona birakildi ve DMSO eklenerek oda sicakliginda formazan kristallerinin

¢oziinmesi saglandi ve ardindan spektrofotometrede 570 nm’ de 6l¢im yapildi (Resim 9).

52



Eksozomlara ilag yiiklemesi yapilmadan &nce saf ilacin yari-maksimum inhibisyon

konsantrasyonlari (IC 50) hesaplandi.

Resim 9. Formazan kristallerinin DMSO ile ¢oziildiikten sonraki goriintiisii

3.10. fla¢ Yiiklii Eksozomlarim Migrasyon Uzerine Etkisi

HeLa hiicrelerinden elde edilen ilag yiiklii eksozomlarin, hiicre migrasyonuna etkisinin
arastirilmas1 amaciyla Scratch testi yapildi (Cevik ve ark 2019). 24 kuyucuklu plak igine HelLa
hiicreleri ortalama 200.000 hiicre olacak sekilde ekildi ve 24 saat 37 °C, % 5 CO2 igeren
inkiibatorde ¢ogaltildi. HeLa hiicrelerinde gizgiler olusturuldu ve drnekler ilave edildi. 0. ve 24,
saat gorintiileri alarak, ilag yikli eksozomlarin migrasyon ve proliferasyon iizerine olan
etkisi degerlendirildi (Resim 10).

Resim 10. HeLa hiicrelerine uygulanan scratch testi mikroskop goriintiisii.
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3.11. Protein ve Gen Ekspresyon Diizeylerinin Belirlenmesi
3.11.1 SDS-PAGE/Western Blot Analizi
Suda ¢oziinebilen ve ¢dziinemeyen hiicresel proteinlerin denatiire jel elektroforezi (SDS-

PAGE) ile ayristirilmasinda Walker (2002) tarafindan o6nerilen yontem kullanildi. Islem

sirasinda kullanilan ¢6zeltiler Tablo 4°de, verilmistir.
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Tablo 4. SDS-PAGE/WESTERN BLOT deneyleri i¢in hazirlanan ¢ozeltiler ve bilesenleri

Cozeltiler Bilesenleri

% 30 Stok Akrilamid-Bis ¢ozeltisi Akrilamid 309
Bis 08g
Distile su ile 100 mI’ ye tamamlandu.

1.5 M Tris- HCI tamponu pH:8.8 Tris base 18,159
6 N HCI ile pH 8.8’¢ ayarlandi. Distile su ile 100 ml’ ye
tamamlandi.

0.5 M Tris- HCI tamponu pH:6.8 Tris base 69
6 N HCI ile pH 6.8’¢ ayarlandi. Distile su ile 100 ml’ ye
tamamlandi.

%10 Sodyum dodesilsiilfat (SDS) SDS 10¢g
Distile su ile 100 mI’ye tamamlanda.

%10 Amonyum persiilfat Amonyum Persiilfat 0.1g
Distile su ile 1 ml’ye tamamlandi.

2X Ornek yiikleme tamponu 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 2.5 ml
Gliserol 1.25 ml
% 10 SDS 2ml
% 5 Bromofenol mavisi 0.2 ml
Betamerkaptoetanol 0.5ml
dH20 3.55 ml

1X Transfer tamponu Tris 5.82¢g
Glisin 293¢
%10 SDS 3.75 ml
Methanol 200 ml (en son konlur)
Distile su ile 1000 ml’ ye tamamlandi.

10X Stok yiiriitme tamponu (pH 8.3) Tris 30.3¢g
Glisin 144 g
SDS 10g

Distile su ile 1000 ml” ye tamamlandi. Kullanim sirasinda 50ml
10X yiirlitme tamponuna 450ml distile sui lave edilerek 1X

tampon ¢6zeltisi kullanildi.

10X TBS Tris 2429
NaCl 80¢g
Distile su ile 1000 ml’ ye tamamlandi.
IX TBST Tween 20 10ml
10X TBST 90 ml
Bloklama gozeltisi % 2 BSA BSA 1lg

50 ml TBST iginde ¢ozdiirildii.
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3.11.1.1. Hiicre lizat1 elde edilmesi

HeLa hiicreleri 100.000 hiicre / ml yogunlugunda 6 kuyulu plakalarda, 24 saat 37 ° C,
% 5 COgigeren inkiibatorde ¢ogaltildi. Hiicreler toplandiktan sonra 6rnek yiikleme tamponu
ile 95 °C’ de 5 dk denatiire edildi. Elde edilen 6rnekler -20 °C’de saklandi.

3.11.1.2 Elektroforez

Elde edilen proteinlerin elektroforezi igin poliakrilamid jel hazirlandi. Yiiriitme jeli %
12’ lik yiikleme jeli %4’ lik olarak hazirlandi. Tablo 5° de verilen oranlarda yiiriitme ve
yiikleme jeli hazirlandi. APS ve TEMED karisima en son eklendi. Jellerin hazirlanacagi camlar
ilk olarak alkolle temizlendi. Ardindan camlarin altindan sizdirma olmayacak sekilde
ayarlanarak jel dokme aparatina yerlestirildi. Jel dokme aparatina yerlestirilen iki cam
arasindaki bosluga ilk olarak % 12’ lik yiirtitme jeli dokiildi. Jel dokiildiikten sonra hava
kabarciklarinin giderilmesi ve jeli diizeltmek igin {izerine bir miktar izopropanol doékiildii. Jel
polimerlestikten sonra izopropanol kurutma kagidi ile uzaklastirildi. Ardindan % 4’ lik

yiikleme jeli dokiildii ve taraklar takilarak polimerlesmesi beklendi.

Tablo 5. Poliakrilamid jel igerikleri

% 12’ lik Yiiriitme Jeli % 4’ liik Yiikleme Jeli
3.4 ml distile su 6.1 ml distile su
4 ml % 30 Akrilamid/Bisakrilamid 1.3 ml % 30 Akrilamid/Bisakrilamid
2.5ml 1.5 M Tris- HCI pH:8.8 2.5ml 0.5 M Tris- HCI pH:6.8
0.1 ml %10 SDS 0.1 ml %10 SDS
50 ul %10 APS 50 ul %10 APS
5 ul TEMED 10 ul TEMED

Jel dokme aparatlarindan ¢ikarilan camlar, yiiriitme tankina dikkatlice yerlestirildi.
Tankin igine yeterli miktarda 1X yiiriitme tamponu dolduruldu. Ornekler kuyu basia 25 pg/ml
oraninda kuyucuklara yiiklendi. Bir kuyuya 2 pl standart yiiklendi. Elektrotlarin anot ve katot
kisimlarinin dogru sekilde baglandigindan emin olduktan sonra yiikleme jeline 100 V, yiiriitme

jelinde 110 V akim uygulanarak elektroforez yapildi.
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3.11.1.3 Transfer islemi

Elektroforez sonrasi jelin % 4 lik yiikleme kismi1 uzaklastirildi. % 12° lik kismi transfer
¢ozeltisine alindi. Jeldeki proteinlerin membrana ge¢mesi igin yar1 kuru sistemle immuno
blotlama yapildi. PVDF membran ve jel sandwich yapilarak transfere hazir hale getirildi ve 25
Volt ve 1 Amper 30 dakika gerceklestirildi.

3.11.1.4 Antikor uygulamasi ve goriintiileme

Proteinlerin PVDF membrane transferinden sonra membran % 2’ lik BSA ile oda 1sinda
blokland1. Hazirlanan primer antikor ile +4 °C’ de gece boyu inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda TBST ile 3 kez 5’ er dakika yikandi. Yikamalardan sonra primer antikora uyumlu
sekonder antikor eklenerek oda sicakliginda 2 saat calkalayici {izerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda TBST ile 3 kez 5° er dakika yikand.

Yikama isleminin hemen ardindan goriintiileme islemine gegildi. Goériintilleme igin
Kemiliiminesans substrat i¢eren ¢dzelti (Santa Cruz Immuno Cruz™ Western Blotting Luminol
Reagent: sc-2048) kullanildi. Kit igerisinde bulunan soliisyonlar 1:1 oraninda karistirilarak
membran lizerine uygulama yapildi. Birka¢ dakika bekledikten sonra membranda belirginlesen
bantlarin SyneGene goriintiileme sistemi kullanilarak goriintiisii alind1 ve bantlarin analizi

software ile yapildi. Referans protein olarak GAPDH kullanildu.

Kullanilan Primer antikorlar: GAPDH (1:1000, sc-25778), Bax (1:1000, sc-), Bcl-2 (1:5000,
sc-), Kaspaz-3 (1:1000, sc-17320), Kaspaz-9 (1:2500, sc-33759)

Kullanilan sekonder antikorlar (1:3000): (HRP konjugatl: sc-2030(R), sc-2020(G), sc-
516102(M))

3.11.2 RNA izolasyonu ve RT-PCR

RNA Spin toplam RNA izolasyon kiti (Intron,cat no:17211) kullanilarak iiretici firmanin
onerilerine uygun olarak total RNA izole edildi. Total RNA izolasyon protokolii:

1. HelLa hiicreleri 100.000 hiicre/ml yogunlugunda 6 kuyulu plakalarda, 24 saat 37 °C, %

5 CO: igeren inkiibatorde c¢ogaltildi. Kuyulara ornekler belirli oranlarda konularak

inkiibasyonlar yapildi. Hiicrelerin mediumlari toplandi. Her bir kuyucuktaki hiicreler,
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kit igerisinde bulunan 350 pl RNA hiicre patlatma tamponu ile kazindi ve hiicre lizatlart
toplandi.

Lizatlarin tizerine 350 pl % 70’ lik etanol eklendi ve pipetaj yapildi.

Kolonlar 2 mI’ lik ephendorfa yerlestirildi.

Cozelti spin kolona alinarak 13.000 rpm’ de 30 saniye santrifiijlendi.

o B~ N

Santrifiijleme isleminden sonra kolondan ¢ikan sivi uzaklastirilarak kolona 700 pl

yikama tamponu A eklendi ve 13.000 rpm’ de 30 saniye santriftijlendi.

6. Tekrar kolondan ¢ikan sivi uzaklastirilip 700 pl yikama tamponu B eklendi ve 13.000
rpm’ de 30 saniye santrifiijlendi.

7. Kolondan ¢ikan sivi uzaklastirildi ve RNA-spinTM membranini kurutmak igin 13.000
rpm' de 2 dakika santrifiijlendi.

8. Kaolon yeni bir Ependorf tiipe alind1 ve tizerine 50 pl eliisyon tamponu eklendi.

9. Oda sicakliginda 1 dk inkiibe edildikten sonra 13.000 rpm’ de 1 dk santrifiijlendi.

10. Total RNA miktarlar1 nanodropta 6l¢iin alinarak hesaplandi.

11. Derin dondurucuda -20 °C’ de saklandi.

RNA’nin PCR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in cDNA’ya cevrilmesi gerekmektedir. izole edilen

ve kalip olarak kullanilan RNA” lardan, revers transkriptaz enzimi ile cDNA sentezi yapildi.

Tablo 6. cDNA sentezi igin kullanilan reaksiyon igerigi (1 6rnek igin)

RNA 50 pl
Oligo (dT) 18 1 ul
Randem hegzamer 1 ul
5X Reaction buffer 4 ul
Riboniikleaz 1l
10 nM Dntp mix 2 ul
Reverse transkriptaz 1l
Toplam 60 pl

Oligo dT, randem hegzamer ve RNA Ornekleri Tablo 6’ da verilen oranlarda karistirilip
65 °C 5 dakika inkiibe edildi. Cogaltma karisimindan PCR tiiplerine 8 pl dagitildi. Her PCR
tiipliniin iizerine ¢alisilacak RNA 6rnegininde i¢inde bulundugu karigimdan 52 pl eklendi. Daha
sonra 42 °C 60 dakika, 70 °C 5 dakika reaksiyon kosullar1 girilerek cDNA” lar sentezlendi. Elde
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edilen cDNA miktarlari nanodropta 6lgiildii. Apoptoz ve nekroz mekanizmalar iliskili genlerin

ekspresyon analizi i¢in Real-time PCR kullanildi. Uygulama SYBR Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems) ile kit prosediiriine uygun olarak yapildi. Real-time PCR’da Tablo 7’ de

verilen BAX, Bcl-2, Kaspaz-3 ve GAPDH genleri i¢in dizayn edilmis primerler kullanildi.

Tablo 7. RT- PCR' da kullanilan primerler

Primer Sekans B¢
BAX F5-GCCCTTTTGCTTCAGGGTTT-3' 92 bp
R 5-TCCAATGTCCAGCCCATGAT-3'
Bcl-2 F 5-GACAGAAGATCATGCCGTCC-3' 78 bp
R 5-GGTACCAATGGCACTTCAAG-3'
Kaspaz-3 F 5>-CAGTGGAGGCCGACTTCTG-3’ 102 bp
R 5>-TGGCACAAAGCGACTGAT-3
GAPDH F 5'-AGGGCTGCTTTTAACTCTGGT-3' 72 bp

R 5'-CCCCACTTGATTTTGGAGGGA-3’

Real-Time PCR master mix igerigi (1 6rnek i¢in):
SYBR Green Master Mix: 10 ul

F primer: 1 pl
R primer: 1 pl

Tablo 8. RT-PCR igerigi

Ornek cDNA Su PCR Toplam
master mix

Ornek 1 1.97 ul 6.03 pl 12 pl 20 pl

Ornek 2 2.43 ul 557 ul 12 ul 20 pl

Ornek 3 2.08 pl 5.92 ul 12 ul 20 ul

Ornek 4 2.27 ul 2.27 ul 12 ul 20 pl
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RT-PCR i¢in cDNA diliic edildi ve Sybr Green master mix kullanilarak reaksiyon
kuruldu. Her bir kuyucukta Tablo 8’ de verilen degerler olacak sekilde karisim hazirlandiktan

sonra asagidaki programa uygun sekilde gRT-PCR kuruldu.

95 °C 5 dk, 95 °C 30 sn, 55°C 30 sn, 72 °C 30 sn, 72 °C 4 dk 40 dongii

3.12. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesinin Incelenmesi

Kaspaz-3 apoptoz i¢in hem ig¢sel hem de digsal yolakta etkin olan 6nemli bir belirtegtir.
HeLa hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc’un apoptotik aktivite gosterip gostermedigi ticari kit
yardimiyla (Sigma CASP3C-1KT) kit protokoliine uygun olarak calisildi. Hiicreleri 12
kuyucuklu hiicre kiiltiir platlerine ekildi ve Exo ve Exo-Doc 24 saat % 5 CO 2 ’li etiivde 37
°C’ de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda hiicre medyumlar1 ¢ekilen hiicreler PBS ile 1 defa
yikandi1 ve 6zel patlatma tampon eklenerek hiicre lizatlar1 toplandi. Toplanan lizatlar 12.000xg
de 4 °C’de 5 dakika santrifuj edildi ve iist fazda kaspaz-3 aktivitesi bakildi. Kaspaz-3 aktivitesi
isaretlenmis substrat olan DEVD-pNAnin kirilmasiyla agiga ¢ikan kromofor p-nitroanilitin
(pNA) spektrofotometrik olarak 6l¢iim esasina dayanmaktadir. 96 lik Elisa playt icerisindeki
kuyucuklara 50 pL 6rnek ve iizerine 10 mM DTT igeren 2X reaksiyon tamponu konuldu.
Ornekler karigtirildiktan sonra 5 pL. 4 mM DEVD-pNA substrati eklenerek 37 °C de 2 saat
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasindaki renk degisimi 405 nM de elisa okuyucusunda 6l¢iim

yapildi. Sonuglar, kontrole gore kiyaslanarak kat artis1 seklinde verildi (Erdogan ve ark, 2019).
3.13. istatistiksel Analiz

Bu tez calismasinda Istatistiksel analiz SPSS 15.0 analiz programi kullanilarak
yapilmistir. Gruplar arasindaki farklarin karsilastirilmast One Way Anova analizi yapilmistir.

Tim veriler, ortalama + standart sapma (SS) olarak verilmis ve p <0.05 degeri istatistiksel

olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Eksozomlarin Boyut ve Karakterizasyonlari

Serumsuz kiiltir ortamindan toplanan Hela eksozomlar1 boyut, zeta potansiyeli ve
morfolojileri ile karakterize edildi. ilag yiiklemesi yapilmayan eksozomlarm (Exo) boyutu
118.0 nm, elektroporasyon yontemiyle docetaxel yiiklemesi yapilan eksozomlarin (Exo-Doc)
boyutu ise 202.9 nm olgildi (Sekil 17). Hazirlanan bos eksozomlar ile docetaxel yiikli
eksozomlar karsilagtirildiginda partikiil boyutlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmustur
(p<0.05).
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Sekil 17. Eksozomlarin boyut biiytikliikleri grafigi
Ilag yiiklemesi yapilmayan eksozomlarin (Exo) zeta potansiyeli -42.9 iken

elektroporasyon yontemiyle docetaxel yiiklemesi yapilan eksozomlarin (Exo-Doc) zeta
potansiyeli -11.1 olarak 6lgtldi (Tablo 9).
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Tablo 9. Eksozomlarin partikiil biiyiikliigii, polidispersite ve zeta potansitel 6l¢timleri

PS (nm) PDI ZP (mV)
Exo 118.0£26.8 0.376+0.082 429435
Exo-Doc 202.9421.21 0.3410.008 “11.1£1.6

PS: Particle size, PDI: Polydispersity Index, ZP: Zeta Potential

SEM sonuglari, tiim eksozomlarin morfolojik olarak kiiresel yapida oldugunu gosterdi.

Sekil 18. Eksozomlarin SEM goériintiileri (a: 30 pm, b: 10 pm, c:1 pm)

4.2. Enkapsiilasyonun Degerlendirilmesine liskin Bulgular

Eksozomlar igerisine Docetaxel yiiklenmesinde % Enkapsiilasyon etkinligi ve % Etkin
madde yiikleme kapasitesi miktarlari, partikiil biiyiikligii sonuglari ile birlikte
degerlendirilmistir. Docetaxel yiikleme miktarinin hesaplanmasinda, UV spektrofotometrede
230 nm’ de Olgiilen absorbans grafigi Sekil 19° da verilmistir. Yapilan hesaplamalarda Tablo
10’ da yer alan degerler elde edilmistir.

Tablo 10. % Enkapsiilasyon etkinligi ve % Etkin madde yiikleme kapasitesi degeri

% Enkapsiilasyon % Etkin madde yiikleme
etkinligi kapasitesi
Exo-Doc 65.85+12.43 36.23+5.01
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Sekil 19. Docetaxel ylikleme miktarlarinin hesaplanmasina iliskin grafik

4.3. Sitotoksisite Calismalarma iliskin Bulgular

Bolim 3.9. ‘MTT Deneyi ile Hiicre Canliliginin Saptanmasi’ bashg: altinda anlatilan
yontemle sitotoksisite ¢aligmalari yapilmistir. Docetaxel ¢ozeltisi ve docetaxel yiikli eksozom
orneklerinin farkl konsantrasyonlari ile kiiltiir ortaminda biiyiitiilen kontrol HeLA ve NIH-3T3
hiicreleriyle karsilastirilmistir. Yapilan ¢alismada HelLa ve NIH-3T3 hiicrelerinde kontrol
grubuna kiyasla, bos eksozomlar ¢ok fazla tosik etki gostermezken, Docetaxel yiikli

eksozomlarin daha fazla toksik etki gosterdigi gézlenmistir.

—e—HELA
60

40 ——NIH-3T3
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Sekil 20. Docetacel’in HELA ve NIH-3T3 hiicrelerinde MTT sonuglari
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Ilk olarak Docetaxel’ in proliferasyona etkisi doza bagh olarak arastirilmistir. Bu deneyde
Docetaxel’ in uygulanan dozlarindaki hiicreler (0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000) uygulamadan
sonraki kontrol Hela hiicreleriyle kiyaslandiginda 6zellikle 10 nM’lik konsantrasyonun canli
hiicre sayisim1 % 50 azalttigi goriilmektedir. Farkli konsantrasyonlarda denenen docetaxel
¢ozeltisinin HeLa hatt1 {izerinde proliferasyonu baskilayict konsantrasyonu 10 nM olarak
belirlendi. Hiicre proliferasyon artigi 24. saat sonunda % Hiicre Canlilig1 orani ile verilmistir. 1
ve 10 nM dozlarda, 24. saat sonrasinda normal hiicrelerde anlamli bir 6liim gozlenmez iken,
kanser hiicrelerinde yaklasik % 60-70 oraninda 6liim goriilmektedir. Doz miktar1 arttik¢a her
iki hiicre grubunda da 6liim oranlar1 artmaktadir (Sekil 20). Kanser hiicrelerinde etki etmesi ve
saglikl hiicreler tizerinde etkisinin az olmasi nedeniyle ¢alismada HeL A hiicreleri ile devam

edilmistir.
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Sekil 21. Exo ve Exo-Doc HELA hiicrelerinde MTT sonuglart

Eksozomlarin ve docetaxel yiikli eksozomlarin HeLA hiicreleri {izerinde farkh
konsantrasyonlarda uygulamasi sonucu elde edilen hiicre olim grafigi Sekil 21’ de
goriilmektedir. HeLa hiicrelerinde 1ug/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarda canl hiicre
sayisint Exo-Doc’un % 50 ve daha fazla azalttigi goriilmektedir. Ayni konsanstrayonda ilag
yiikleme yapilmayan eksozomlarin hiicre canliligini azaltmadigi docetaxel yiikli eksozomlarin
24. saat sonunda Hela hatt1 {izerinde proliferasyonu baskilayici rolii oldugu tespit edilmistir.

Exo-Doc konsantrasyonu arttikg¢a 6liim oranlari artmaktadir.
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Hela hiicreleri tizerine 1ug/ml olacak sekilde esit miktarda konulan Exo ve Exo-Doc
uygulamasi invert mikroskopta kontrol edilmistir. Hiicre canliliklart mikroskopta biitiin olarak
bakildigi zaman, hiicrelerin proliferasyonlarinin Exo-Doc uygulamasi ile azaldigi ayni zamanda
hiicrelerin yapigsma egilimlerinin azalarak birbirlerine yaklasip biiyiiyemedigi, etkilesemedigi

gorilmistiir (Sekil 22).

Kontrol Exo Exo-Doc

Sekil 22. HELA hiicrelerinde hiicre canliliginin mikroskop goriintiileri

HelLa hiicrelerininin 1pg/ml konsantrasyonda Exo ve Exo-Doc uygulamasinda 24 saat
sonra morfolojik olarak incelenmesi invert mikroskop ile gergeklestirilmistir. Hiicrelerde Exo-
Doc uygulamasinin HelLa hiicrelerini hedefleyebildigi, hiicre igerisine girerek hiicrelerde
apoptotik cisimcikleri olusturduklart gozlenmistir. Docetaxelin hiicreleri 6ldiirme yetenekleri
ilag yiiklii eksozomlar araciligr ile docetaxelin hiicre igerisine girdigi ve buna bagli olarak hiicre

oliimlerini artirdig1 ve hiicre sayilarinda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 23).

Kontrol

Sekil 23. Exo ve EXo-Doc uygulamasi sonrast hiicre 6liimlerinin gosterilmesi
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4.4, Migrasyon Deneyine Iliskin Bulgular

HelLa hiicreleri yiizeyi % 80-90 oraninda kapladiginda, hiicreler steril pipet ucuyla
¢izildi. Ardindan kuyulara Exo ve Exo-Doc 6rnekleri verildi. Hiicrelerin ¢izik oncesi, 0. ve 24
saat fotograflar1 cekildi. Hicrelerinin 0. saatindeki iki ¢izgi arasindaki genislik olgiilerek
referans olarak Image J programina tanitildi ve mesafeler hesaplandi (Sekil 24).

Docetaxel yiiklii eksozom verilen hiicrelerde yara kapanma hizinin kontrol ve bos
eksozom verilen hiicrelere gore daha diisiik oldugu saptandi. Image J programindan alinan
verilere gore, Docetaxel yiiklii eksozom verilen hiicrelerde yara agikliginda % 40 oraninda
kapanma hesaplandi (Sekil 25). Bu sonuglar Docetaxel yiiklii eksozomlarin HelLa hiicrelerinde

proliferasyonu negatif yonde etkiledigini gostermektedir (*** p<0.001 kontrol grubuna gore)

Kontrol Exo Exo-Doc

0. saat

24. saat

Sekil 24. HELA hiicrelerinde scratch dl¢timlerinin mikroskop goriintiisii
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Sekil 25. HELA hiicrelerinde scratch 6l¢timleri kapanma ytlizdeleri grafigi (***p<0.001
kontrol grubuna gore)

4.5. Western Blot Analizi

Apoptoz iligkili proteinlerin seviyelerinin belirlenmesi igin yapilan Western blot
deneyinde Bax, Bcl-2, Pro Kaspaz-3 ve Pro Kaspaz-9 proteinleri i¢in yapilan c¢alismada
asagidaki membran gortintiileri elde edilmistir (Sekil 26). Protein seviyesinin karsilastiriimasi

icin referans protein olarak GAPDH kullanilmastir.

Pro Kaspaz-3

Pro Kaspaz-9 &

Sekil 26. HELA hiicrelerinde western blot bant goriintiileri
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Membran goriintiileri Image J programi ile analiz edilmistir. Analizde her bir bantin
alan1 hesaplanarak bantlarin yogunluklari sayisal olarak elde edilmis ve asagidaki grafikler
cizilmistir (Sekil 27, 28, 29, 30).
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Sekil 27. HELA hiicrelerinde BAX protein ekspresyon diizeylerinin densitometrik analiz
grafigi (***p<0.001 kontrol grubuna gore)

Hela hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasinda western blot analizlerinde Bax protein
ekspresyon degisiklikleri Sekil 27°de yer almaktadir. BAX protein ekspresyon degisiklikleri
kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Exo grubunda degisiklige ugramamisken Exo-Doc
grubunda anlamli derecede artig gostermistir (¥**p<0.001).
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Kontrol Exo Exo-Doc

Sekil 28. HELA hiicrelerinde Bcl-2protein ekspresyon diizeylerinin densitometrik analiz

grafigi (***p<0.001 kontrol grubuna gore)
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Hela hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasinda western blot analizlerinde Bcl-2
protein ekspresyon degisiklikleri Sekil 28’de yer almaktadir. Bcl-2 protein ekspresyon
degisiklikleri kontrol grubu ile karsilagtirildigi zaman Exo grubunda bir miktar azalmis
(*p<0.05), Exo-Doc grubunda yiiksek oranda azalis gostermekle birlikte istatistiksel olarak
anlami bulunmustur (¥***p<0.001).
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Kontrol Exo Exo-Doc

Sekil 29. HELA hiicrelerinde Pro-Kaspaz-3 protein ekspresyon diizeylerinin densitometrik
analiz grafigi (*p<0.05 kontrol grubuna gore)

Hela hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasinda western blot analizlerinde Pro-
Kaspaz-3 protein ekspresyon degisiklikleri Sekil 29’da yer almaktadir. Pro-Kaspaz-3 protein
ekspresyon degisiklikleri kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Exo grubunda degisiklige

ugramamisken Exo-Doc grubunda anlamli derecede artig gostermistir (*p<0.05).
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Kontrol Exo Exo-Doc

Sekil 30. HELA hiicrelerinde Pro-Kaspaz-9 protein ekspresyon diizeylerinin densitometrik
analiz grafigi (***p<0.001 kontrol grubuna gore)

Hela hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasinda western blot analizlerinde Pro-
Kaspaz-9 protein ekspresyon degisiklikleri Sekil 30’de yer almaktadir. Pro-Kaspaz-9 protein
ekspresyon degisiklikleri kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Exo grubunda degisiklige

ugramamisken Exo-Doc grubunda anlamli derecede artig gostermistir (***p<0.001).

4.6. Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Sonuclar:

Apoptotik yolakta énemli bir enzim olan kaspaz-3 aktivite tayini ticari kit kullanilarak

gerceklestirilmistir. Apoptozun hem igsel yolak hemde dissal yolakta etkili oldugunun bir

gostergesi olan kaspaz-3 aktivite tayini Hela hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasi sonrasi

hiicre lizatlarinda ol¢iilmiistiir.
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Sekil 31. HELA hiicrelerinde kaspaz-3 enzim aktivitesi diizeyleri (***p<0.001 kontrol

grubuna gore)

Hela hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasinda kaspaz-3 enzim ativite sonuglart Sekil
31’de yer almaktadir. Kaspaz-3 enzim aktivitesi degisiklikleri kontrol grubu ile karsilastirildig:
zaman Exo grubunda degisiklige ugramamisken Exo-Doc grubunda anlamli derecede artis

gostermistir (***p<0.001).
4.7. Q-PCR Bulgular

HeL a hiicrelerine Exo ve Exo-Doc uygulamasi sonrasinda BAX, Bcl-2 ve Kaspaz-3 gen
ifade seviyelerinin belirlenmesi i¢in gPCR c¢alismasi yapildi. Real-Time PCR uygulamasinda

elde edilen amplifikasyon egrilerinin CT” lerinden 222 degerleri hesaplanarak asagidaki gen

ekspresyon diizeyleri grafikleri elde edildi.
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Sekil 32. HELA hiicrelerinde qPCR ile BAX gen ekspresyon diizeyleri (***p<0.001

kontrol grubuna gore)

HeL a hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasinda BAX gen ekspresyon diizeylerine ait
qPCR sonuglar Sekil 32°de yer almaktadir. BAX gen ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler
kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Exo grubunda degisiklik olmadigi, Exo-Doc grubunda

anlamli derecede BAX gen ekspresyonunun arttigi gézlemlenmistir (***p<0.001).
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Sekil 33. HELA hiicrelerinde qPCR ile Bcl-2 gen ekspresyon diizeyleri (***p<0.01 kontrol
grubuna gore)
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HeL a hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasinda Bel-2 gen ekspresyon diizeylerine ait
qPCR sonuglar1 Sekil 33’de yer almaktadir. Bel-2 gen ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler
kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Exo grubunda degisiklik olmadigi, Exo-Doc grubunda

anlamli derecede Bcl-2 gen ekspresyonunun azaldigi gézlemlenmistir (**p<0.01).
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Sekil 34. HELA hiicrelerinde qPCR ile Kaspaz-3 gen ekspresyon diizeyleri (¥*p<0.05 kontrol

grubuna gore)

Hela hiicrelerinde Exo ve Exo-Doc uygulamasinda Kazpaz-3 gen ekspresyon diizeylerine
ait qPCR sonuglart Sekil 34’de yer almaktadir. Kazpaz-3 gen ekspresyon diizeylerindeki
degisiklikler kontrol grubu ile karsilastirildigi zaman Exo grubunda degisiklik olmadigi, Exo-
Doc grubunda anlamli derecede Kazpaz-3 gen ekspresyonunun arttigi gozlemlenmistir
(*p<0.05).
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5. TARTISMA

Rahim agz1 kanseri, diinya capinda kadin kanser oOliimlerinin dordiincii 6nde gelen
nedenidir. Kalict HPV enfeksiyonu ile baslayan displastik 6nciil lezyonlardan asamali olarak
rahim agzi1 kanseri gelisir. Standart tedavi dnceden lokal hastalig1 olan hastalarda radikal cerrahi
ve daha yiiksek evreli pelvik ve metastatik hastaliklarda es zamanli sisplatin bazli kemoterapi
ile radyasyon, genel ve progresyonsuz sagkalimi iyilestirmistir, pelvik niiksetmesini ve uzak
metastazlar1 azaltmistir. Son gelismelere ragmen, 6zellikle tedavinin esas olarak palyatif’kaldigi
metastatik servikal kanser i¢in daha iyi tedavi protokollerine ihtiyag¢ vardir. Hem tek basina hem
de radyasyonla kombinasyon halinde farkli kemoterapi ilaglarinin etki mekanizmalar1 hala
yeterince anlagilmamigtir. Bu tiimor varliginda 20'den fazla farkli tekil ajanin diisiik aktiviteye
sahip oldugu ve % 8-25'lik genel yanit oranlari direttigi bildirilmistir (Koivusalo ve Hietanen
2004).

Glinlimiizde orta ve ileri evre rahim agzi1 kanserinin cerrahi tedavi imkanini kagirmasi
nedeniyle radyoterapi ilk secenektir. Bununla birlikte, biiyiik tiimorleri veya ilerlemis servikal
kanseri olan hastalar i¢in, terapdtik etkiyi iyilestirmek ve metastaz ve niiks oranini azaltmak
icin genellikle eszamanli radyoterapi ve kemoterapi almalar1 onerilir. Kemoterapi esas olarak
tiimor hiicrelerinin genetik materyalini tahrip eder ve tedavi amacina ulagsmak ic¢in timor
hiicrelerinin ¢ogalmasini engeller. Radyoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirme ve inhibe etme
etkisiyle sonugta tiimér olusumunu ve gelisimini engeller. Bununla birlikte, kemoterapi ve
radyoterapinin tiimor tedavisi tizerindeki etkinligi, baz1 kemoterapdtik ilaglarin duyarlilagtirma
etkisinden siklikla yararlanmigtir (He ve ark, 2015).

Son birkag yilda, sekiz prospektif randomize faz III ¢alismadan yedisi, geleneksel
radyasyon tedavisine kiyasla, radyasyonla birlikte verilen kemoterapinin stiinligiini
gdstermistir. Bir Italyan galisma grubu tarafindan yapilan randomize bir faz III ¢alismast,
neoadjuvan kemoterapinin ardindan radikal cerrahinin, evre IB2 ve IIB serviks kanserinde
geleneksel radyasyon tedavisine kiyasla bir hayatta kalma yarari oldugunu gostermistir.
Bdylece rahim agz1 kanserinin tedavisinde kemoterapinin rolii kabul edilmistir. Bu ¢alismalarin
¢ogunda sisplatin uygulanmistir. Bununla birlikte, bu ajan, renal ve gastrointestinal toksisite ve

noropati dahil olmak {izere ciddi toksisiteye sahiptir (Nagao ve ark, 2005).
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Rahim agz1 kanser tedavisinde kemoterapik ilaglar ve radyoterapinin yani sira yenilik¢i
ilaclarin gelistirilmesi konusunda ¢alismalarda artmaktadir. Bu anlamda rahim agzi kanseri
tedavisinde kullanilan yada farkli kanser tiirleri i¢in kullanilan kemoterapik ilaglarin daha diistik
dozda etkilerinin olmas i¢in farkli tiplerde formiilasyonlar gelistirilmektedir. Taksan grubu
ilaglarda son yillarda farkli formiilasyonlar ve farkli tasiyicilar ile kemoterapik etkilerininin
arttirilmasi konusunda yeni ¢aligmalar ile giindeme gelmektedir.

Taksanlar, su anda kapsamli ve klinik arastirmalara tabi tutulan yeni bir anti-kanser ajan1
smifidir. Bu smifin klinik olarak mevcut iki temsilcisi, paclitaxel (Taxol®) ve docetaxeldir
(Taxotere®). Genellikle taksanlarin sitotoksisitesinin, mikrotiibiil demetlerinin olusumunu
tesvik etme ve siirekli mitotik tutuklamay:r indiikkleme, ardindan mitotik olarak tutuklanan
hiicrelerin apoptozunu veya kalict mitotik blogu tetikleme yetenekleriyle iliskili olduguna
inanilmaktadir (Balcer-Kubiczek ve ark, 2006; Cevik ve ark 2020).

Son zamanlarda, paclitaxelin 6nemli aktivitesi yumurtalik, meme ve endometriyal kanser
gibi diger jinekolojik malignitelerde; bas, boyun ve akciger kanserleri gibi cesitli skuamoz
hiicreli karsinomlarda gosterilmistir. Paclitaxel ile rahim agzi kanseri hastalari tizerinde yapilan
klinik denemeler, bu bilesigi bu hastalikta en aktif ilaglardan biri olarak 6n plana ¢ikarmistir.
Docetaxel, yumurtalik kanserine karst hafif bir ndrotoksisiteye ve paclitaxel ile
karsilastirilabilir bir aktiviteye sahiptir. {lerlemis veya tekrarlayan skuaméz hiicreli rahim agzi
kanseri olan hastalarda, tek doz docetaxel % 13 yanit oranina sahip oldugu gosterilmistir.
Vallejo ve ark. (2003), ilerlemis serviks kanserinde tek doz dosetaksel olarak uygulanan
neoadjuvan kemoterapiye % 34 klinik yanit orani bildirmistir.

Balcer-Kubiczek ve ark (2006), insan mide karsinomlarindan (p53 mutanti Hs746T, p53
vahsi tip AGS), serviks (p53 dogal tip CaSki, p53 mutant HeLa) veya pankreastan (p53 mutant
BxPC3 ve Capan-1) tiiretilen hiicreler iizerinde 24 saat boyunca ¢esitli dozlarda (0.1-5 nM)
docetaxel ile tedavisini ¢alismis olup, docetaxelin radyason tedavisi ile kombine etkisine
bakmiglardir.

Nagao ve arkadaslar1 2005 yilinda yayinladiklari bir ¢alismada docetaxel ve karboplatin
kombinasyonunun rahim agzi kanseri i¢in etkili ve glivenli bir tedavi oldugunu gostermislerdir.

Taksan grubu ilaclar ile prostat kanser hiicrelerinde yapilan bir arastirmada androjen
reseptor pozitif ve negatif hiicrelerde sadece mikrotiibiil inhibisyonu yaratmadigi ayn1 zamanda
docetaxel, paclitaxel ve cabazitaxel’in hiicreler lizerinde apoptotik etkili proteinlerde degisiklik
yarattig1 gosterilmistir. Calismada doz ve zamana bagl olarak hiicreler {izerindeki etkilerde

ilaglarin farkli mekanizmalar gelistirdigi ve bu ilaglarin ila¢ direncinde etkili oldugu
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vurgulanmistir. Ozellikle taksan grubu ilaglarin farkli tasiyici sistemler tasarlanarak bu direng
mekanizmalarinin azaltilabilecegi konusunda goriislerde bulunmaktadir (Cevik ve ark, 2020).

Giiniimiizde nanotasiyicilar ile etkin maddeler {izerine bir¢ok arastirmalar yapilmaktadir.
Ilag tastyict sistemlerin, etkin maddenin ¢dziiniirliigiinii ve biyoyararlanimini arttirmak, etkin
maddenin salinim miktarin1 degistirmek ve etkin maddeyi hedeflendirmek gibi 6nemli gérevleri
bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalardan elde edilen sonuglar 1s18inda kanser ilact yiiklenmis
nanotastyicilarin kullanimina rastlanmaktadir. Nanotasiyicilarin hedeflenmesi sayesinde daha
yiiksek secicilikte tedavi alternatiflerinin ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Kanserde hedefleme i¢in
tiimore etkin sekilde ulagsmak gerekmektedir (Tiiylek, 2018).

Eksozomlar yeni ilag tasiyict sistemler ve hedeflendirmede kullanilabilecek
nanotastyicilar sinifina girmektedir.

Bu tez calismasinda kanser tedavisinde etkili taksan grubu bir ila¢ olan Docetaxelin,
tedavide karsilasilan zorluklar1 elimine etme amaci ile servikal kanser i¢in nanotasiyici bir
sistem formiilasyonu gelistirilmistir. Salinimin belirli hiicre tipine hedeflenebilmesi nedeniyle
zararl etkilerin azaltilmasi, gerek duyulan ila¢ ve dozaj miktarinin azaltilabilmesi amaciyla,
Docetaxel eksozomlara yiliklenerek HelLa hiicrelerine verilmis ve terapdtik etkileri
incelenmistir.

Eksozomlarin viicutta kan, idrar ve anne siitii gibi bir¢ok biyolojik sivida bulunmasi,
eksozom tiirevi ilag dagitim araglarinin viicutta iyi bir sekilde tolere edildigini gostermektedir.
Bu da ve diisiik bir bagisiklik tepkisi, dolasimda daha uzun siire kalma ve daha fazla etkinlige
yol agma ile sonuclanmistir (Lai ve ark, 2013).

Eksozomlarin yiiklerini hedef hiicrelere vermek i¢in plazma zarin1 gectigi gosterilmistir.
Ornegin dendritik hiicreden tiiretilmis eksozomlar, bagisiklik tepkisini modiile etmek igin peptit
yiikliit MHC sinif I ve IT komplekslerini diger dendritik hiicrelere aktarabilir. mRNA” larin, alict
hiicrelerde transfer edilen mRNA’ nin translasyonu ile sonuglanan eksozomlar tarafindan
hiicreler arasi transferi de rapor edilmistir (Valadi ve ark, 2007).

Son olarak eksozomlar hiicre tipine spesifik hedeflemeyi arttiran membran
modifikasyonlarina uygundur. Alvarez-Erviti ve ark (2011) bir néron-spesifik RVG kodlama
dizisi ve dendritik hiicrelerde bir eksozomal membran proteinini kodlayan LAMP2B’den
olusan bir fiizyon geninin asir1 eksprese edilmesi ile bu modifiye edilmis dendritik hiicrelerin
zarlarinda RVG peptidi ile ekzosom salgiladigin1 gosterdi. Bu eksozomlart siRNA ile
yiikledikten sonra, eksozomlarin, néronlar, mikroglia, oligodendrositler ve dnciillerinde siRNA

hedefli genin % 60’min kan-beyin bariyerini gegebilecegini bildirmislerdir.
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Eksozomal tasiyicilarin terapotik kargo ile yiiklenmesi igin birka¢ farkli yaklasim
kullanilabilir. Bu yaklagimlar arasinda ebeveyn hiicrelerinden izole edilmis saf eksozomlarin
yiiklenmesi, ebeveyn hiicrelerin daha sonra eksozomlardan salinan bir ilagla yiiklenmesi ve son
olarak ebeveyn hiicrelerin terapotik olarak aktif bilesikleri kodlayan DNA ile transfekte
edilmesi yaygin olarak kullanilmaktadir.

Saf eksozomlara ilag yiiklenmesi ile ilgili olarak, farkli yontemler 6nerilmistir: hidrofobik
molekiillerin pasif difiizyonu, mekanik (sonikasyon gibi), elektroporasyon veya hidrofilik
molekiillerin kimyasal aracili transferi (lipofeksiyon). Cogu durumda, lipofilik kiiciik
molekiillerin bir eksozoma yiiklenmesi icin inkiibasyon tercih edilmistir. Bu nedenle, diisiik
molekiiler antioksidanlar, kurkumin, antikanser ajanlar, Doksorubisin (Dox) ve Paclitaxel
(PTX) ve model bir ilag Rhodamine 123 oda sicakliginda inkiibasyon yoluyla eksozomlara veya
eksozom benzeri vezikiillere yiikklenmistir (Batrakova ve Kim, 2015).

Kemoterapdtikler, miRNA ve siRNA gibi biiyiik molekiiller, elektroporasyon yoluyla
eksozomlara dahil edilebilir. Elektrik alani, ilaglarin eksozomal liimene hareket etmesini
saglayan eksozomal membranda gecici gozenekler olusturur. Caligmalar eksozom ytiiklii
siRNA’ larin basarili bir sekilde verilmesini ve hedef genlerin secici susturulmasin
dogrulamistir. DC” den tiiretilen eksozomlara siRNA’ nin elektroporasyon ile yiikklenmesi bu
yonteme Onciiliik etmistir (Alvarez-erviti ve ark, 2011). miRNA ile eksozomlar1 epidermal
biiylime faktorii reseptorii (EGFR) eksprese eden meme kanseri hiicrelerine yliklemek i¢in de
ayn1 yontem kullanilmistir (Ohno ve ark, 2013).Biz bu tez ¢aligmasinda HeLa hiicrelerinden
elde edilen eksozomlara docetaxel yiiklemesini elektroporasyon yoluyla gerceklestirdik.

Ik olarak HeLa hiicrelerinden eksozomlar izole edilmis ve elektroporasyonla Docetaxel
yiiklemesi yapilmistir. Yiikleme sirasinda yiizeye adsorbe olan ve eksozom igerisine hapsolan
ilacin partikiil boyutunda artisa neden oldugu yapilan boyut analizi ¢aligmalarinda
gdsterilmistir. Ilag yiiklii eksozomlar, bos eksozomlara kiyasla daha yiiksek partikiil boyutuna
sahiptir. Zeta potansiyel Olclimleri sonucunda, bos eksozomlar ile ilag yiiklii eksozomlar
kiyaslandiginda zeta potansiyel degerinin negatif yonde artis1 gézlenmistir. Bunun sebebi ise
Docetaxelin negatif yiike sahip olmasidir. Elektoroporasyon ile yiiklemede enkapsiilasyon
verimlilikleri hesaplanmistir.  Eksozomlara ila¢ yiiklemede enkapsiilasyonun basarili
olabilmesi i¢in, yiiksek enkapsiilasyon etkinligi degerine sahip olmalidir. Yapilan bu tez
caligmasinda deocetaxel yiiklii eksozomlarin % enkaspsiilasyon degeri 65.85+12.43, % etkin
madde yiikleme kapasitesi 36.2345.01 olarak hesaplanmustir.

Eksozomlarin doganin farkli proteinleri vermenin yolu oldugu da bilinmektedir. Katalaz,

eksozomlara katilma zorlugunu temsil eden biiyiik bir proteindir. Haney ve ark (2015) katalazi
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eksozomlara yiiklemek icin ¢esitli ylikleme prosediirlerini (oda sicaklifinda inkiibasyon,
dondurma/¢oziilme dongiileri, sonikasyon, ekstriizyon ve saponin ile gecirgenlestirme)
incelemis ve terapotik etkinliklerini in vivo olarak karsilastirmislardir. Calisma, test edilen
yontemler arasinda saponin, sonikasyon ve ekstriizyon ile geg¢irgenlestirmenin, eksozomal
biitiinliigl korurken katalazin iyi ylikleme verimliligiyle sonuglandigin1 gostermistir.

Farkli bir ilag ylikleme yaklasimi olarak, ebeveyn hiicrelere eksojen bilesikler
yiiklenebilir; bu hiicreler daha sonra eksozomlar i¢indeki sartlandirilmis ortama salinir.
Pascucci ve ark (2014) mezenkimal stromal hiicrelerin (MSC) ilagla inkiibe edilmesi
sonucunda, bu hiicrelerden ilag yiiklii eksozomlar salgilanmasi saglanmistir. MSC’ lerin aktif
ilaclarin1 eksozomlar aracilifiyla paketleyebildiklerini ve sunabildiklerini gosteren ilk
caligmadir. MSC modeli olarak kullanilan SR4987 hiicreleri PTX ile inkiibe edilmis ve bu
hiicrelerin 6nemli miktarda PTX yiiklii eksozom ftirettigi bildirilmistir.

Farkl1 antikanser ajanlarla inkiibe edilen insan karaciger hiicre hattt HepG2 hiicreleri i¢in
benzer bir sonug¢ bildirilmistir. PTX, etoposid, karboplatin, irinotekan, epirubisin ve
mitoksantron ile tedavi edilen HepG2 hiicrelerinden salinan eksozomlar, insan pankreatik hiicre
hatti CFPAC-1 iizerinde gii¢lii anti-proliferatif aktivite gdstermistir. Uyarilmig immiinojenisite
ve 1s1 sok proteinlerine 6zgii dogal oldiiriicii hiicre yanitlar1 gostermistir (Lv ve ark, 2012).

Son olarak, genetigi degistirilmis ebeveyn hiicrelerden salgilanan ilag yiiklii eksozomlarin
izolasyonu, eksozom bazl1 formiilasyonlar iiretmenin ii¢ilincii bir yolu olarak onerilmistir. Zhao
ve arkadaglarinin yapmis oldugu caligmada, glial hiicre hatti kaynakli ndrotropik faktoriin
(GDNF) aktif hedefe yonelik beyin iletimi icin genetik olarak degistirilmis makrofajlar
kullanilmistir. GDNF makrofajlara, terapotik proteinleri kodlayan plazmid DNA ile transfekte
edilmistir ve bdylece genetigi degistirilmis makrofajlar, GDNF iceren eksozomlar
salgilamiglardir. Eksozomlarda asir1 eksprese edilmis GDNF’ nin salinmasi onu proteazlarin
bozulmasina karst korumus, GDNF’ nin hedef ndronlara transferini kolaylastirmistir (Zhao ve
ark, 2014).

Bir bagka ilging¢ ¢aligma Adeno iligkili viriis (AAV) kapsidlerinin, immiinojenikliklerini
azaltmak ve gen iletimini iyilestirmek i¢in hiicre dis1 vezikiillere dahil edilmesine yoneliktir.
Viriisler, hedef hiicrelere kargo ulagtirmadaki verimliliklerinden dolayr gen ve kanser
terapisinde terapotik araglar olarak ortaya c¢ikmistir. Bununla birlikte, bagisiklik sistemi
tarafindan yok edilmeye karsi hassastirlar veya ciddi bir bagisiklik tepkisine neden olabilirler.
AAV vektorleri, kiiltiirlenmis hiicrelere ve hayvan modellerinde gen terapisi i¢in kullanilan

onciillerden biridir. AAV ile enfekte olmus hiicreler AAV kapsidi igeren enfektif EV’ ler
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salgilamigtir. Kiiltlirlenmis hiicrelerde, veksozomlar transdiiksiyon veriminde geleneksel olarak
saflastirilmig AAV vektorlerinden daha iyi performans gostermistir (Maguire ve ark, 2012).

Ilaglarm 6zelliklerini gelistirmenin yani sira, eksozomlar kan-beyin bariyeri (BBB)
boyunca kii¢iik molekiiler ilaglar1 tasimak i¢in de kullanilir. BBB genelinde ilaglarin
gecirgenligi ile ilgili problemleri ¢6zmek i¢in bir¢ok nano formiilasyonda eksozomlarla
calisilmigtir.

Paklitaksel ve doksorubisin gibi antikanser ilaglarin eksozomlara kapsiillenmesiyle,
eksozomlarin BBB potansiyelini gosteren ve nakil mekanizmalarii agiklayan arastirmalar
yapilmistir. Zebra baligi beyin kanseri tedavisinde, doksorubisin ve paklitaksel yiiklii
eksozomlar BBB’ yi gegerken, tek basina verilen ilaglar BBB’ yi gecememistir. Tek basina
doksorubisine kiyasla doksorubisin yiiklii eksozomlarla tedavi edilen zebra baligi beyin
modelinde dnemli terapdtik etkinlik gostermistir. Calisma BBB’ ye ila¢ vermek i¢in spesifik
ozelliklere sahip eksozomlarin kullanim potansiyelini gostermektedir (Yang ve ark, 2015).

Sun ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢calismada enflamatuar bir hastalik tedavisinde kurkumin
yikli eksozomlar kullanilmistir. Kurkumin zerdecalin rizomlarinda bulunan dogal bir
polifenoldiir ve anti-enflamatuar, antineoplastik, antioksidan ve kemo-onleyici ozelliklere
sahiptir. Kurkuminin stabilitesini ve biyoyararlanimini arttirmak amaciyla eksozom ile bir
kompleks olusturulmustur. Eksozomlarin, kurkumin gibi yiiksek hidrofobik ilaglar1 tasima
kabiliyetini, anti-enflamatuar etkilerini arttirdigin1 géstermistir (Sun ve ark, 2010).

Bu tez ¢alismasinda, HeLa hiicre hatti ile yapilan in vitro sitoktoksisite ¢alismalarinda
docetaxel yiiklii eksozomlarin, docetaxel ¢cozeltisine ve bos eksozomlara gore daha sitotoksik
oldugu goriilmiistiir. Bu farkin docetaxel yiiklii eksozomlarn, hiicre membranlarindan gegisinin
serbest docetaxele gore daha etkin olmasindan kaynaklandigi diisliniilmektedir. 10 nM
konsantrasyonda, docetaxelin sitotoksik etkisi eksozomlar sayesinde serbest docetaxele oranla
5 kat daha fazladir ve bu sonu¢ eksozomlara yiiklenerek hazirlanan nanotasiyici sistemin,
docetaxel i¢in etkili bir ilag tastyict sistem oldugunu gostermektedir. HeLa hiicrelerine farkli
konsantrasyonlarda verilen docetaxel ylkli eksozom c¢ozeltisinin hiicrelerdeki etkisini
incelemek iizere mikroskoptan alinan hiicre goriintiileri de bu sonuglar1 desteklemektedir.

Calismada HeLa servikal kanser hiicrelerinde docetaxel yiikli eksozom verilen
orneklerde migrasyon diizeylerinin azaldigini saptadik. Kontrol gruplarina gore hiicrelerin daha
yavas boliindiigii ve hiicrenin biiylime egiliminin azaldig1 saptandi.

Apoptotik siirecte yer alan bazi pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin varligini
saptamak amaci ile Western blot analizi yapilmig ve anti-apoptotik protein Bcl-2 ve pro-

apoptotik protein Bax’in orani tespit edilmistir. Docetaxel yiiklii eksozom verilen hiicrelerde,
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pro-apoptatik BAX protein ekspresyonunda artma goriiliirken, anti-apoptotik Bcl-2 proteinin
ekpresyonunda azalma gozlemlenmistir. Bu verilerin desteklenmesi amaci ile apoptozda
onemli yeri olan Pro kaspaz-3 ve Pro kaspaz-9 proteinleri ile ¢alisilmustir.

Hiicrede proapoptotik proteinler fazla ise hiicre apoptoza egilim gosterir. Hiicre igi
sinyallerle apoptotik uyar1 alinmasindan sonra antiapoptotik protein olan Bcl-2 inaktive olur ve
BAX aktiflesir. Apoptotik siire¢ efektdr kaspazlarin hiicre iginde diger proteinlere
baglanmasiyla birlikte tetiklenir (Cohen, 1997). Kaspaz-9 igsel (mitokondriyal) apoptotik
yolakta yer alan bir enzimdir. Apoptoza yonelen bir hiicrede kaspaz-9 aktivitesinin varligi, o
hiicrenin mitokondriyal yolaktan apoptoza gitmis olabileceginin 6nemli bir gostergesidir.
Kaspaz-9 enzimi, Kaspaz-3’ i aktiflestirir. Kaspaz-3, apoptoz mekanizmasinin tamamlanma
fazinda yer alan ve apoptozun sonlandirilmasindan sorumlu kaspazlardan biridir. Kaspaz-3 hem
dissal apoptotik yolak iizerinden hem de igsel (mitokondriyal) apoptotik yolak {izerinden
aktiflesebilir. Kaspaz-3, kromatin yogunlagmasindan, DNA’ nin alt birimlerine fragmente
olmasindan ve hiicre iskeletine ait proteinlerin yikimindan sorumludur (Slee ve ark, 2001). Bu
nedenle bir hiicrede kaspaz-3 enzim aktivitesinin belirlenmesi, o hiicrenin apoptoza gittiginin
en 6nemli kanitlarindan biridir.

HeLa hiicrelerine Docetaxel yiiklii eksozom uygulamasi, Bax protein ifadesinin artmasi,
apoptotik siireci tetikleyen kaspaz-9 ve kaspaz-3 ifadesinin arttirmasi ile sonuglanmustir.
Kaspaz-3 enzim aktivitesi sonuglari diger ekspresyon ifadesi sonuglariyla uyumludur. Bax/Bcl-
2 orani, pro kaspaz-3, pro kaspaz-9 ifadesindeki artis ve kaspaz-3 enzim aktivitesi sonuglariyla,
docetaxel yiiklii eksozomlarin HelLa hiicrelerinde zamana ve konsantrasyona bagli sekilde
apoptozu indiikledigi kanitlanmistir.

Hepatoseliiler kanser hiicrelerinden izole edilen eksozomlar ve biyouyumlu polimerlerr
kullanilarak doxorubicin yiiklenen DOX@E-PSINPs tasiyici sistemin 6zellikle kanser kok
hiicreleri hedef aldigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismada C57BL/6 fareler kullanilarak
gelistirilen karaciger ve melanoma kanserlerinde eksozom aracili DOX@E-PSINP ile taginan
kemoterapik ajanin hiicre 6liimiinii tetikledigi ve ayn1 zamanda otofajik proteinleri harekete
gecirerek kanser i¢in iimit verici bir sistem oldugu bildirilmistir (Yong ve ark, 2019).

Literatiirdeki ¢aligmalar incelendigi zaman eksozomlarin farkli hiicresel tedavilerde etkin
oldugu ve ilag tasiyicisi olarakda giincel aragtirmalarda yer aldig1 goriilmektedir. Literatiirdeki
yapilan ¢aligmalar ile bu tez ¢alismasinda elde edilen bulgular birlikte degerlendirildigi zaman

docetaxel yiiklii eksozomlarin HeLa hiicrelerinde hiicre apoptozunu tetikledigi tespit edilmistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢caligmasinda kanser tedavisinde kullanilan ve yeni jenerasyon bir kemoterapi ajani
olan docetaxel’in HeLa hiicrelerinden salinan eksozomlara yiliklenmesi ile yeni bir tasiyici
sistem gelistirilmistir. Gelistirilen bu tasiyici sistem hiicrenin kendi eksozomlarini kullanarak
tanimasini saglamakta ve kanserde ilag direnci gelistiren ajanlarin hiicre i¢erisinde daha diistik
dozlarda etkilerini sagladigin1 gostermistir. Bu gelistirilen sistem rahim agzi1 kanseri tedavisinde
yeni ila¢ formiilasyonlarinin gelistirilmesine ve eksozom gibi farkli tasiyici sistemler ile

klinikte uygulanabilecek ajanlarin gelistirilmesine katkida bulunabilir.
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